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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Proteinstrukturbestimmung mittels
NMR-Spektroskopie
Die erstaunliche Vielfalt in Struktur und Funktion von Proteinen, den Lebensbausteinen,
ist im Wesentlichen in der vergleichsweise geringen Zahl von 22 Aminosa¨uren codiert.
Noch bemerkenswerter ist jedoch die Tatsache, daß die komplette Information allen Le-
bens unter Verwendung von nur vier Grundbausteinen, den Basen (A, T, C, G) im uni-
versellen Code [1] der DNA [2,3] gespeichert ist. Die Kenntnis der DNA-Basensequenz
eines Organismus ist somit ein Schlu¨ssel zu dessen Organisation und Funktionsweise.
Aus diesem Grund liegt das Forschungsinteresse in der sta¨ndigen Weiterentwicklung der
Sequenzier- und Datenverarbeitungsmethoden um immer gro¨ßere Genomsequenzen ent-
schlu¨sseln zu ko¨nnen. Ein Beispiel hierfu¨r ist das menschliche Genomprojekt [4], mit
dem Ziel der Totalsequenzierung der menschlichen DNA mit etwa 3x109 Basenpaaren.
Die Kenntnis des Informationstra¨gers DNA liefert zusammen mit dem genetischen Code
die Prima¨rsequenz der Proteine. Ein detaillierter Einblick in die Funktionsweisen von
Proteinen erfordert die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur auf atomarer Ebene.
Da die Methoden der biomolekularen Strukturbestimmung im Vergleich zur Sequenzie-
rung sehr (zeit-)aufwendig sind, stellen die enorm steigende Zahl neuer Sequenzen und
die damit verbundenen Fragestellungen eine große Herausforderung fu¨r die Strukturbio-
logie dar.
Seit der Vero¨ffentlichung der ersten vollsta¨ndigen Proteinstruktur in Lo¨sung [5] hat
sich die Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) durch enormen
technologischen Fortschritt zu einer Standardmethode entwickelt [6]. Der gro¨ßte Teil
der bekannten makromolekularen Strukturen mit atomarer Auflo¨sung wurde mittels
Ro¨ntgendiffraktion an Einkristallen bestimmt. Etwa 15 % der momentan in der Pro-
tein Datenbank (PDB) enthaltenen 11.000 Strukturen gehen aus NMR-spektoskopischen
Untersuchungen hervor. In Anbetracht der Tatsache, daß die erste NMR-Struktur etwa
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25 Jahre nach der ersten Protein-Kristallstruktur gelo¨st wurde, ist dies dennoch eine
betra¨chtliche Zahl. Die Gro¨ßenlimitierung fu¨r NMR-spektroskopisch zuga¨ngliche ma-
kromolekulare Systeme ist physikalisch bedingt. Durch die Entwicklung der TROSY-
[7] und CRINEPT-Techniken [8] wurde die Gro¨ße der zuga¨nglichen makromolekula-
ren Systeme von etwa 30- 40 kDa in den Bereich um 900 kDa [9] verschoben. Die
NMR-Spektroskopie bietet u¨ber die Strukturbestimmung hinaus attraktive Mo¨glichkei-
ten [10, 11]. Bei guter Protein-Lo¨slichkeit wa¨ren dies Aussagen u¨ber globale und lokale
Faltung, Dynamik und Wechselwirkung von Proteinen. Zudem ist die Strukturbestim-
mung in Lo¨sung, unter anna¨hernd physiologischen Bedingungen und ohne Einfluß von
Kristallpackungskra¨ften mo¨glich. Im Hinblick auf die potentiellen Mo¨glichkeiten von
Ro¨ntgenkristallographie und NMR-Spektroskopie sind beide Methoden als gleichwertig
und sich erga¨nzend anzusehen.
Fu¨r gut lo¨sliche Proteine bis zu einer Moleku¨lmasse von 25- 30 kDa [12] ist die NMR-
Spektroskopie eine effiziente Methode fu¨r die Strukturbestimmung und Charakterisie-
rung von Dynamik und Protein-Wechselwirkungen. Heteronukleare Tripelresonanzex-
perimente [13–15] erfordern eine Isotopenmarkierung der Proteine mit 15N und/oder
13C. Durch Ausnutzung der skalaren [16] und dipolaren [12, 17] Kopplung kann eine
eindeutige sequentielle und partielle Zuordnung erreicht werden. Fu¨r die Strukturbe-
stimmung [18] ko¨nnen Abstandsinformationen aus NOE (nuclear overhauser enhance-
ment)-Daten [19–21], Einschra¨nkungen fu¨r dihedrale Winkel [18, 22–26], Wasserstoff-
bru¨cken [27, 28] und residuale dipolare Kopplungen [29, 30] verwendet werden. Die
Bestimmung der 3D Strukturen aus den experimentellen Daten erfolgt unter Beachtung
geometrischer (distance geometry) [31,32] Gegebenheiten und/oder durch Molekulardy-
namik [18,33,34] in Verbindung mit dem Simulated-Annealing-Verfahren [35,36].
1.2 Automatisierte Auswertung von
NMR-Spektren
Im Rahmen der verschiedenen Genomprojekte ist die NMR-Spektroskopie fu¨r kleine und
mittelgroße, gut lo¨sliche Proteine die Methode der Wahl [37]. Die durch technologische
Weiterentwicklung erho¨hte Sensitivita¨t fu¨hrt zu einer Reduktion der fu¨r die Datenauf-
nahme beno¨tigten Zeit, proportional dem Quadrat des Sensitivita¨sgewinns. Der bisher
erreichte Zeitgewinn liegt bei einem Faktor von etwa 10 [38,39]. Im Vergleich zur NMR-
-Datenaufnahme ist die Reduktion der NMR-Daten, im Wesentlichen durch Resonanz-
linienzuordnung und Strukturrechnung ein bis dato arbeits- und zeitintensiver Prozeß.
Dieser kann nur durch weitgehende Automatisierung und Archivierung der steigenden
Datenmenge effektiv reduziert werden. Intelligente Routinen zur Signalsuche und Si-
gnalklassifizierung [40,41] sind entscheidend fu¨r den Einstieg in eine automatische Struk-
turbestimmung. Die automatisierte Zuordnung der chemischen Verschiebungen konnte
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bisher nur fu¨r die Hauptkettenatome erreicht werden [42–45]. Die Automation der Sei-
tenkettenzuordnung steckt noch in den Anfa¨ngen, jedoch mit bereits vielversprechenden
Ansa¨tzen [41]. Eine mo¨glichst vollsta¨ndige Zuordnung der chemischen Verschiebungen
ist Grundvoraussetzung fu¨r die Zuordnung der NOESY-Spektren, die den Großteil der
zur Strukturbestimmung beno¨tigten Informationen liefern. Fu¨r die automatische Zu-
ordnung von NOESY-Spektren mit anschließender Strukturrechnung existieren bereits
einige Programme (AUREMOL [41], ARIA [46] AUTOASSIGN bzw. AUTOSTRUC-
TURE [42, 47], NOAH/DIAMOD [45]). Die Qualita¨tskontrolle der automatisch be-
stimmten Strukturen kann in Analogie zur Ro¨ntgenkristallographie erfolgen [48]. Nicht
zuletzt kann die Effektivita¨t einer automatischen Strukturbestimmung durch Verwen-
dung von sinnvoll archivierten (NMR-) Daten erho¨ht werden (z.B. [41,49]). Die bereits
bestehenden Datenbanken, die BMR- [50] und PDB-Datenbank [51], stellen eine Fu¨lle
an experimentellen Parametern und Strukturen zur Verfu¨gung. Eine Katalogisierung
der NMR- und Kristallographiedaten, speziell im Hinblick auf die Genomprojekte und
den erho¨hten Durchsatz an Proteinstrukturen, ist von zentraler Bedeutung fu¨r die Struk-
turbiologie [11,52].
1.3 Bakterielle Chemotaxis
1.3.1 Das sensorische System von E. coli
Die meisten Bakterienarten besitzen die Fa¨higkeit zu gerichteter Bewegung in ihrem Le-
bensraum. Sie sind in der Lage, Umwelteinflu¨sse wahrzunehmen und auf diese gezielt zu
reagieren. Die gerichtete Reaktion auf chemische Stoffe wird als Chemotaxis bezeichnet.
Die Erforschung der Chemotaxis begann 1880, als Engelmann und Pfeffer [53] die geziel-
te Reaktion von Bakterien auf A¨nderungen in der chemischen Umgebung entdeckten.
120 Jahre spa¨ter, ko¨nnen einige, bei weitem jedoch noch nicht alle beteiligten Mecha-
nismen auf molekularer Basis erkla¨rt werden [54, 55]. Bei Escherichia coli, ein der γ-
Untergruppe der Proteobakterien zugeho¨riges Enterobakterium, ist das chemotaktische
System eingehend untersucht worden. Die Fortbewegung erfolgt mittels extrazellula¨rer,
an der Zelloberfla¨che peritrich inserierter, linksha¨ndiger Geißeln [56](20 nm dick, bis zu
10µm lang [57]). Sie sind durch einen Haken am Basalapparat des in der Cytoplasma-
membran lokalisierten Motors verankert (Abb. 1.1). Bei gleichsinniger, entgegen dem
Uhrzeigersinn (CCW) erfolgender Rotation, bildet sich ein Geißelbu¨ndel mit sinusfo¨rmi-
ger Gestalt aus, das die Zelle geradlinig vorantreibt. Durch Rotationsumkehr einzelner
Motoren (im Uhrzeigersinn, CW) zerfa¨llt das Bu¨ndel, wodurch die gerichtete Bewegung
durch eine kurze ungerichtete Taumelbewegung unterbrochen wird. Dies fu¨hrt zu ei-
ner statistisch variierten A¨nderung der Fortbewegungsrichtung. Die Taumelfrequenz ist
abha¨ngig von extrazellula¨ren Stimuli und ist im Falle von Lockstoffen reduziert [58].
Der Basalko¨rper des Motors kann funktionell in Stator und Rotor eingeteilt werden.
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Der Rotor besteht aus einem zentralen Schaft und vier Ringen (L, P, M/S und C), die
in verschiedenen Zellschichten lokalisiert sind. Der cytoplasmatisch gelegene C-Ring ist
aus Vielfachen der Proteine FliM, FliN und FliG aufgebaut und bildet den sogenann-
ten Schaltkomplex. FliG ist prima¨r fu¨r die Wechselwirkung mit Stator zusta¨ndig. Der
Stator ist aus den Proteinen MotA und MotB aufgebaut und bildet den Protonenkanal-
Komplex. Durch die protonenmotorische Kraft an der Membran wird die Drehung des
C- und M-Ringes angetrieben.
Die Prozessierung der (extrazellula¨ren) Reize erfolgt durch (transmembrane) Rezep-
torkomplexe in Kombination mit Zwei-Komponenten Signaltransduktionssystemen [59].
Letztere bestehen aus einer Histidin Autokinase und einem (z.B. E. coli) oder mehreren
(z.B. S.meliloti) Responsregulatoren (Abb. 1.1).
Signaltransduktion u¨ber die Histidin-Autokinasekette ist weit verbreitet und findet sich
in Bakterien, Archaea [60] und Eukaryoten [61]. Bei Escherichia coli erfolgt die Aktivie-
rung der Kinase CheA durch Chemorezeptoren (MCP’s, methylierbare Chemotaxispro-
teine), die chemische Reize der unmittelbaren Umgebung abtasten. Die cytosolischen
Doma¨nen der MCP’s sind an der Adaptation des sensorischen Systems und der Signal-
weiterleitung beteiligt. Extrazellula¨re Reize bewirken eine durch die Methyltransferase
CheR vermittelte Methylierung an einigen Glutamat- und Glutaminresten. Die Ru¨ckset-
zung des Signals, d.h. die Aufrechterhaltung der Sensitivita¨t des Systems, erfolgt u¨ber
Demethylierung durch die Methylesterase CheB [62]. Ein Rezeptor-Trimer ist u¨ber
ein CheW-Dimer an ein CheA-Dimer [63] gekoppelt. Nicht aktivierte, demethylierte
Rezeptoren bewirken eine Stimulation der ATP-abha¨ngigen Autophosphorylierung von
CheA an einem konservierten Histidinrest. Durch Phosphotransfer zum Responsregu-
lator CheY steigt die intrazellula¨re CheY-P Konzentration. Diese Art der Signaltrans-
duktion vom Rezeptor- zum Flagellenkomplex ist in Abb. 1.1 schematisch dargestellt.
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Signaltransduktion bei E. co-
li(modifiziert, nach Bren et al. 2000, [64].
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In der phosphorylierten, aktivierten Konformation von CheY steigt die Affinita¨t zum
Schaltkomplex des Motors (FliM). Durch Bindung ausreichend vieler CheY-P Moleku¨le,
als Effektoren der taktischen Reaktion, an die insgesamt ca. 34 FliM-Bindungsstellen
pro Motor [65] wird eine A¨nderung der Motordrehung von CCW nach CW induziert
[66–68] (Abb. 1.1). Dies wiederum fu¨hrt zu einer Taumelbewegung des Bakteriums
[59,64,69–71] und zu einer A¨nderung der Fortbewegungsrichtung. Diese Tatsache wur-
de bereits vor etwa 30 Jahren von Berg und Brown entdeckt [58].
Die schnelle Regulation der CheY-P Konzentration kann nicht durch dessen intrinsische
Autoposphataseaktivita¨t erkla¨rt werden (T1/2 = 10,5 s). Eine effektive Dephosphory-
lierung von CheY-P wird durch die Phosphatase CheZ (Abb. 1.1) um das Zehnfache
beschleunigt [72]. Die Vorzugsrichtung der Motorrotation wird im Wesentlichen durch
die Konzentration an CheY-P bestimmt. Diese wiederum durch die Aktivita¨t der Histi-
dinkinase CheA [73–75], die Phosphatase CheZ [76] und die Autophosphataseaktivita¨t
von CheY [77].
Mit steigender Lockstoffkonzentration wird die Autokinaseaktivita¨t von CheA gehemmt,
was zur Reduktion der CheY-P Menge fu¨hrt. Die schnelle Hydrolyse des an CheY gebun-
denen Phosphats wird bei Enterobakterien hauptsa¨chlich durch die Phosphatase CheZ
erreicht. Dies ist entscheidend fu¨r eine minimale, zeitliche Verzo¨gerung der Regulation
der Motorrotation. Da mit sinkender CheY-P-Konzentration die Besetzung der Motor-
bindungsstellen abnimmt, liegt der Schwerpunkt der Motorrotation bei CCW. Hierdurch
wird eine geradlinig gerichtete Fortbewegung der Zelle hin zur optimalen Konzentration
der Reizquelle erreicht.
Die Sensitivita¨t des chemotaktischen Systems, das prima¨r auf A¨nderungen der Schreck-
bzw. Lockstoffkonzentration reagiert, ist beachtlich. Die Bakterien sind in der La-
ge, einen Unterschied von ein bis zwei gebundenen Moleku¨len zu detektieren, eine Re-
zeptorbesetzung von kleiner 1 % in ein signifikantes Signal umzuwandeln, was einem
Versta¨rkungsfaktor von 30- 60-fach entspricht [78,79].
Innerhalb der Chemotaxis-Reaktionskaskade ist die Phosphorylierung von CheA der
langsamste Schritt. Alle nachfolgenden Reaktionen sind wesentlich schneller. Die CheY-
P Konzentration sinkt und fa¨llt mit der A¨nderung der Rezeptorbesetzung, wobei die
Zellantwort innerhalb einer zehntel Sekunde erfolgt. Mittels FRET (fluorescence reso-
nance energy transfer) gelang es Sourjik und Berg [80] die Konzentrationsa¨nderungen
von CheY-P und der CheZ-Phosphatase in vivo, zu bestimmen. Die schnelle Antwort auf
Konzentrationsa¨nderungen des Lockstoffs Aspartat konnte mit Konzentrationsa¨nderun-
gen von CheY-P, erzeugt am CheA-Rezeptor-Komplex, quantitativ korreliert werden.
Die Adaptation des Systems, das sensitiv fu¨r Lock- bzw. Schreckstoffkonzentrationen
vom nanomolaren bis hin zum millimolaren Bereich ist, wird nahezu unabha¨ngig von
der Phosphatase CheZ erreicht und durch CheR und CheB beeinflußt [62]. Allerdings
kann die Empfindlichkeit des Systems nicht ausschließlich durch Methylierungsprozesse
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erkla¨rt werden. Deswegen wird eine gegenseitige Kopplung der Rezeptoren und eine
u¨ber die Demethylierung hinausgehende Wechselwirkung von CheB mit dem Gitter der
Rezeptorcluser diskutiert [79,81,82]. Als Versta¨rkungsmechanismus wird auch ein nicht-
linearer Zusammenhang zwischen Bindung von CheY-P an den Motor und A¨nderung
der Rotationsbewegung diskutiert [79].
Aufgrund vieler genetischer und biochemischer Daten und der Charakterisierung der
Strukturen der beteiligten Proteine samt ihrer Wechselwirkungen ist das chemotakti-
sche System von E. coli auf molekularer Ebene sehr gut verstanden. Wie bereits ange-
sprochen, kann aus diesen Daten nicht automatisch das Funktionsnetz der Signalkette
abgeleitet werden. Kybernetische Modelle in Kombination mit in vivo Messungen ko¨nn-
ten hier zum Ziel fu¨hren.
Die 3D-Struktur von CheY besitzt die fu¨r Responsregulatoren typische, offene α/β-
Konformation (Abb. 1.2 (A)).
Abb. 1.2: (A) Schleifendarstellung von CheY aus E. coli. Bedeutende
Reste im aktiven Zentrum und fu¨r die Y-T-Kopplung sind benannt. (B)
Lage der fu¨r die Aktivierung von CheY funktionell wichtigen Reste in
der inaktiven (oben) aktiven (unten) Konformation.
Die Bindungsstellen von CheY an CheA, CheZ und das Motorprotein FliM liegen in sich
u¨berlappenden C-terminalen Regionen von CheY. Bei Bindung von CheY an CheA-P
o¨ffnet sich das aktive Zentrum um Asp57 [83] und unterstu¨tzt somit die Phosphat-
u¨bertragung von His48 (CheA) auf Asp57 (CheY) [67]. Die daran beteiligten Reste
sind Phe14, das die Phosphorylierungsstelle in CheY abschirmt und die Seitenkette
von Lys109, die eine Wasserstoffbru¨cke zu Asp57 bildet [84]. Die mit der Phosphory-
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lierung (Aktivierung) einhergehenden Strukturvera¨nderungen werden u¨ber den in der
Na¨he von Asp57 gelegenen Aminosa¨urerest Thr87 an die C-terminale Motorbindungs-
stelle (N-terminale Region von FliM liegt [85]) weitergegeben [86, 87]. Dies induziert
beim C-terminal gelegenen Rest Tyr106 einen Konformationswechsel (Abb. 1.2 (B)).
Dieser wird hauptsa¨chlich durch die Kopplung von Thr87 mit Tyr106 verursacht und
allgemein als Y-T-Kopplung bezeichnet. Die im inaktiven Zustand von CheY exponierte
Seitenkette von Tyr106 klappt in Richtung des Proteinkerns um und ermo¨glicht so die
Bindung an FliM [88], wa¨hrend die Affinita¨t von CheY-P zu CheA deutlich erniedrigt
wird [89]. Die Regulation der Konzentration an freiem CheY-P erfolgt durch Auto-
phosphataseaktivita¨t von CheY-P (Halbwertszeit von 10,5 s [72, 90]) und vor allem die
Phosphatase CheZ. Die Affinita¨t von CheZ zu CheY-P ist im Vergleich zu CheY deutlich
erho¨ht [76] und bewirkt eine 10-fache Beschleunigung der Dephosphorylierungsreaktion.
Es zeigt sich also, daß trotz intensiver Forschung in den letzten 35 Jahren die Regu-
lationsmechanismen des chemotaktischen Systems von E. coli nicht vollsta¨ndig gekla¨rt
sind. Im u¨bergreifenden Zusammenhang ist die Kenntnis einfacher Modellsysteme und
der grundlegenden Regulationsmechanismen fu¨r das Versta¨ndnis komplexer Systeme
entscheidend. Neue und allgemeingu¨ltige Prinzipien von unterschiedlichen, mehr oder
weniger komplexen Modellsystemen sind deshalb von besonderem Interesse.
1.3.2 Das sensorische System von S. meliloti
Organismen der α-Untergruppe der Proteobakterien wie Rhodobacter sphaeroides, Cau-
lobacter crescentus, Agrobacterium tumefaciens, Sinorhizobium meliloti weisen Unter-
schiede zum gut untersuchten Chemotaxis-System der Enterobakterien (γ-Untergruppe
der Proteobakterien) auf [91]. Sinorhizobium meliloti, besitzt einen phylogenetischen
Abstand zu E. coli von u¨ber 500 Mio. Jahren. Ihre chemotaktischen Systeme unter-
scheiden sich in einigen, funktionell sehr wichtigen Aspekten. Diese Unterschiede sind
einerseits durch Anpassung an unterschiedliche Biotope bedingt: E. coli als Bewohner
der Darmflora des Menschen, S. meliloti als stickstofffixierendes Bodenbakterium und
Symbiont der Leguminosen, andererseits auch das Ergebnis einer unterschiedlichen Evo-
lution. Ihre Erforschung in den letzten Jahren hat zu faszinierenden neuen Erkenntnissen
und einem verbesserten und erweiterten Versta¨ndnis taktischer Mechanismen gefu¨hrt.
Die Fortbewegung der E. coli - und S. meliloti -Zellen ist gepra¨gt durch geradlinige
Schwimmbewegungen, die durch statistisch variierte Richtungsa¨nderungen unterbrochen
sind. Die momentane Bewegung ist abha¨ngig vom Rotationszustand des Motors, der
bei beiden Bakterien durch eine His-Kinase-Signalkette gesteuert wird. Diese globalen
A¨hnlichkeiten beruhen auf unterschiedlichen und charakteristischen Mechanismen bzw.
Prozessen.
In Abb. 1.3 sind die allgemeinen und speziellen Komponenten sowie Mechanismen der
Signaltransduktion in S. meliloti (oben) und E. coli (unten) schematisch dargestellt.
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Abb. 1.3: Vergleichendes Schema der Signaltransduktion im 2-
Komponentensystem von Sinorhizobium meliloti (oben) und Escherichia coli
(unten), (modifiziert nach Schmitt, 2002 [91]). Die allgemeinen Komponen-
ten sind u¨ber den Schemata angegeben. Entsprechende Rezeptor- (MCP),
Chemotaxis- (Che) und Motorproteine (Mot) der chemosensorischen Signalket-
ten sind dargestellt. Die Phosphporylierung (P) der His- und Asp-Seitenketten,
der Fluß der Protonen (H+) durch MotA-MotB-Kana¨le, sowie die Rotations-
richtung des Motors im (CW) oder gegen (CCW) den Uhrzeigersinn sind an-
gegeben. Analoge, aber funktionell unterschiedliche Proteine sind durch ver-
schiedene Farben markiert. Grundlegende Unterschiede zum System von E.
coli sind im Schema von S. meliloti rot markiert (z.B. die Motorproteine MotC
und MotD).
Im Zwei-Komponenten System von S. meliloti existieren zwei Responsregulatoren, CheY1
und CheY2 [92], jedoch kein homologes zur Phosphatase CheZ in E. coli. CheY2 ist der
Hauptresponsregulator, der die Motorrotation reguliert, CheY1 moduliert die Aktivita¨t
von CheY2 [93]. CheY2 und CheY1 besitzen 129 bzw. 121 Reste, Moleku¨lmassen von
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13708 Da bzw. 13470 Da und eine Sequenzidentita¨t von 35,2 %. Ein Sequenzvergleich
mit Responsregulatoren aus anderen Organismen ist in Abb. 1.4 gegeben.
Abb. 1.4: Sequenzvergleich und Identita¨t (in %) von Responsregulator-
Proteinen verschiedener Organismen. Funkionell wichtige und streng
konservierte Reste sind rot, weitere konservierte Reste sind gru¨n mar-
kiert. Blau gekennzeichnete Aminosa¨urereste sind an der Aktivierung
der jeweiligen Reaponsregulatoren beteiligt.
Die fu¨r Responsregulatoren typischen, hochkonservierten Reste der Magnesiumbindungs-
stelle (CheY1: Asp9, Asp10; CheY2: Asp13, Asp14) [94] und der Phosphorylierungs-
stelle (CheY1: Asp54; CheY2: Asp58) [83] sowie die funktionell wichtige Aminosa¨uren
(CheY1: CheY2: Thr88, Lys110; CheY1: Thr84, Lys106) sind bei allen Proteinen ein-
schließlich CheY1 und CheY2 zu finden. Der bei CheY aus E. coli fu¨r die Motorbindung
wichtige aromatische Rest Tyr106 (Y-T-Kopplung) ist nur bei CheY1 konserviert, bei
CheY2 an dieser Stelle ein Valin sitzt.
Durch Aktivierung (Phosphorylierung) von CheY2 steigt dessen Affinita¨t zur Motorbin-
dungsstelle. Die Bindung von CheY2-P an den Motor bewirkt im Gegensatz zu E. coli
keine Umkehr der Rotationsrichtung, sondern eine Verlangsamung der im Uhrzeigersinn
(CW) erfolgenden Rotation [93,95](Abb. 1.3). Bei maximaler Rotationsgeschwindigkeit
bilden die vier bis sechs rigiden, rechtsha¨ndig-helikalen Filamente [96–98] ein Bu¨ndel,
das die Zelle vorantreibt. Eine unterschiedliche Drehzahl einzelner Motoren bewirkt ein
auseinanderfallen des Flagellenbu¨ndels und fu¨hrt zur A¨nderung der Fortbewegungsrich-
tung.
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Zur Zuru¨cksetzung des Signals tra¨gt der spontane Zerfall von CheY2-P bei, mit einer
Halbwertszeit des aktivierten Zustands von etwa 10,5 s [99]. Da die Signalprozesse in
einem Zeitraum von ca. 100 ms ablaufen, kann die Sensitivita¨t des Systems nicht allei-
ne durch die Halbwertszeit erkla¨rt werden [76]. Ein Homologes zur Phosphatase CheZ
in E. coli ist in S. meliloti nicht vorhanden. Zur effektiven Dephosphorylierung tra¨gt
der Retrophosphorylierungs-Mechanismus bei. Retrophosphorylierung ist fu¨r alle unter-
suchten Vertreter der α-Untergruppe der Proteobakterien und zahlreiche nichtenterische
Bakterien mit mehreren Responsregulatoren ein effektiver Mechanismus zur Dephospho-
rylierung des Hauptresponsregulators [91]. Bei diesem Prozess wird die Phosphatgruppe
von CheY2-P zuru¨ck auf nicht aktiviertes CheA u¨bertragen und weiter zu CheY1, das
als Phosphatabfluß agiert [99]. CheY1 ist im Gegensatz zu CheY2 nicht zur Retrophos-
phorylierung fa¨hig. Zur Aufrechterhaltung der Sensitivita¨t des chemotaktischen Systems
(Signalprozesse < 100 ms reicht selbst ein 10-facher U¨berschuß von CheY1 im Vergleich
zu CheA in der Zelle nicht aus um alles Phosphat aufzunehmen [99]. Daher sind weite-
re Phosphat-Transferprozesse notwendig, wie z.B. zu CheB, das ebenfalls durch CheA
phosphoryliert wird und viermal schneller zerfa¨llt [99]. Die Dephosphorylierung von
CheY1 erfolgt in vitro mit einer Halbwertszeit von 10 s und wird in vivo mo¨glicher-
weise durch zusa¨tzliche Proteinfaktoren beschleunigt [99]. Diese Prozesse regulieren die
Konzentration von CheY2-P bzw. CheY1-P und gewa¨hrleisten so die Sensitivita¨t des
Systems.
Die Phosphorylierung beider Responsregulatoren erfolgt durch die Histidin-Autokinase
CheA, die durch die Rezeptoren (MCP’s) aktiviert wird. Abweichend von E. coli besitzt
S. meliloti nicht nur fu¨nf, sondern acht Rezeptoren. Bei beiden ist die Methylesterase
CheB und die Methyltransferase CheR an der Regulation der Senitivita¨t der Rezepto-
ren beteiligt. Die cytosolischen Rezeptor-Proteinkomplexe sind durch den CheW - CheA
Komplex an das Zwei-Komponentensystem gekoppelt. Die Histidin Kinase CheA besitzt
eine Moleku¨lmasse von 81 kDa und setzt sich aus vier Doma¨nen (P1 - P4) zusammen.
Diese sind fu¨r Phosphattransfer (P1), Responsregulator-Bindung (P2), Kinaseaktivita¨t
(P3) und fu¨r die Rezeptorkopplung zusta¨ndig (Abb. 1.5).
Abb. 1.5: Schema der Doma¨nenstruk-
tur der Histidin-Kinase CheA. Die vier
Doma¨nen sind mit P1 bis P4 numme-
riert.
Die Sequenzidentita¨t dieser Doma¨nen zu den aus E. coli betra¨gt 36,8 %, 24,1 %, 50,0 %
und 56,4 %. Es ist auffallend, daß vor allem die Bindungsdoma¨ne P2 eine abweichende
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Prima¨rstruktur besitzt [92]. Durch a¨ußere Stimuli wird durch die Rezeptor - CheA (P4)
Kopplung die Kinasefunktion aktiviert. Durch ATP abha¨ngige Autophosphataseakti-
vita¨t wird His48 in P1 phosphoryliert.
Durch Rezeptor-CheA-Kopplung wird somit die CheY2-P-Konzentration reguliert, diese
wiederum steuert den Rotationszustand des Motors (schnell - langsam). Im Vergleich
zum Flagellenmotor von E. coli 1.1 sind bei S. meliloti zu den Motorproteinen MotA
und MotB, die Protonenkana¨le ausbilden, noch zwei weitere Proteine beteiligt: MotC
und MotD (Abb. 1.6).
Abb. 1.6: Mo-
tormodell von
S. meliloti mit
den zusa¨tzlichen
Motorprotei-
nen MotC und
MotD.
MotC ist ein periplasmatisches Protein, das mit der periplasmatischen Doma¨ne von
MotB interagiert und diese vermutlich stabilisiert. MotD, am C-Ring des Motors lokali-
siert, wechselwirkt mit FliM [100] und ist fu¨r die Motorrotation, die nur im CW-Modus
erfolgt, entscheidend [95]. Die unterschiedlichen Funktionsweisen der protonengetriebe-
nen Motoren von S. meliloti und E. coli sind auf Basis ihrer Grundprinzipien verstan-
den [91,95,100], jedoch sind weder der Mechanismus der Umwandlung von elektrochemi-
scher Energie (H+-Gradient) in mechanische Arbeit (Drehmoment) noch die Steuerung
der Rotation im Detail verstanden.
12 EINLEITUNG
1.4 Zielsetzungen der Arbeit
Die oben beschriebenen Aspekte, der automatischen Verarbeitung von NMR-Spektren
sowie der Signaltransduktion bei S. meliloti und verwandten Bakterien, sind in enger
Weise mit den Zielsetzungen dieser Arbeit verknu¨pft. Als Einstieg in eine automatisierte
Strukturbestimmung ist gerade die Vorverarbeitung der Spektren von zentraler Bedeu-
tung. Im Hinblick auf eine effektive und schelle Strukturbestimmung biologischer Ma-
kromoleku¨le sollte hier die Spektrenvorverarbeitung automatisiert werden. Dies umfaßt
die automatische Signalsuche in nD-NMR-Spektren (n>2) und deren Klassifizierung.
Besonderheiten des chemotaktischen Systems von S. meliloti waren Ausgangspunkt
fu¨r die Charakterisierung des Zwei-Komponenten-Systems. Der Schwerpunkt lag beim
Haupt-Responsregulator CheY2, der Mittels Kernmagnetischer-Resonanz-Spektroskopie
(NMR) eingehend untersucht werden sollte:
1. Zur Aufkla¨rung der Mechanismen und Prozesse, die entscheidend an der Phospho-
rylierung und Aktivierung von CheY2 beteiligt sind, sollten die dreidimensionalen
Lo¨sungsstrukturen von CheY2, in der inaktiven und aktiven Konformation, be-
stimmt und verglichen werden.
2. Weitere Einblicke in die Zusammenha¨nge zwischen Phosphorylierung und Akti-
vierung von CheY2 sollten durch Untersuchung von Mutantenproteinen mittels
chemical shift mapping, sowie durch Bestimmung von Phosphorylierungskinetiken
mittels 31P-NMR gewonnen werden.
3. Die Retrophosphorylierung ist ein neuer Mechanismus zur effizienten De-Phos-
phorylierung des Responsregulators CheY2. Seine Bindung an CheA in nicht-
aktivierter und aktivierter Konformation ist ein Novum, das hier in Form von
Bindungsstudien ausfu¨hrlich untersucht werden sollte.
Kapitel 2
Material und Methoden
Im Folgenden sind die verwendeten biochemischen und biophysikalischen Methoden
beschrieben. U¨bersichten und methodische Grundlagen finden sich u.a. in [101–104]
bzw. [13–15,105–110].
2.1 Automatisierte Verarbeitung von
NMR-Spektren
Die Routinen zur Automatisierung der Spektrenverarbeitung wurden in der Program-
miersprache C entwickelt und sind als Implementation im Programm AUREMOL [41]
verwirklicht. Einige bereits in AUREMOL existierende Routinen wurden an die jewei-
ligen Erfordernisse angepaßt bzw. direkt verwendet. Dies waren folgende Routinen:
1. zum Einlesen von 1D Intensita¨tswerten (1D-slice), senkrecht zu einer 2D Ebene im 3D-
Spektrum,
2. zur automatischen Suche von Signalen (peakpicking),
3. zur Volumenintegration (Segmentierung) und
4. zur Berechnung der Signalwahrscheinlichkeiten im 2D Fall.
2.2 Proteinanalyse
2.2.1 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese wurde nach der Methode von La¨mmli [111, 112] durchgefu¨hrt.
Die Proteine wurden in einem 1 mm dicken Minigel in einer Twin Minigel Apparatur
von Biometra aufgetrennt. Die Fa¨rbung der Gele erfolgte mit dem anionischen Farbstoff
Coomassie-Brilliant-Blau.
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2.2.2 Western-Blot
Nach der Auftrennung von Proteinproben im SDS-Gel wurden diese in einer Tank
Blot Apparatur (Harvard-Biolabs) unter Verwendung von Tris/Glycin-Puffer mit 20 %
Methanol auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham Pharmacia) u¨bertragen. Die
Protein-Banden wurden mit speziellen Antiko¨rpern (Pineda-Antiko¨rper-Service, Berlin)
in einer Verdu¨nnung von 1:1000 unter Verwendung des ECL-Nachweissystems (Amers-
ham Pharmacia) detektiert.
2.2.3 Proteinmengenbestimmung nach Bradford
Die Konzentration von Proteinen in Lo¨sung wurde mit Hilfe des Biorad-Protein-Assays
mit dem Farbreagens Coomassie-Brilliant-Blau durchgefu¨hrt. Zur Eichung der Farbreak-
tion wurden Proben mit 1- 10 µg BSA, 800 µl H2O und 200 µl Farbreagens verwendet.
Die optische Dichte des Ansatzes wurde bei 595 nm (Spektrometer: Pharmacia Ultraspec
III) bestimmt. Bei den zu testenden Proteinproben wurde ebenso verfahren. Fu¨r die
Konzentrationsangabe einer unbekannten Proteinprobe wurde der Mittelwert aus drei
Einzelmessungen verwendet. Eine Korrektur der mit dem Bradford-Test bestimmten
Proteinkonzentrationen wurde durch Vergleich mit den Werten aus Aminosa¨ureanaly-
sen der verschiedenen Proteine durchgefu¨hrt.
2.3 Expression und Reinigung von CheY2
2.3.1 Zellanzucht und Expression von CheY2
Fu¨r die rekombinante Expression des Fusionsproteins S. meliloti CheY2-Intein-CBD
mit dem IMPACT-System [113–116] wurde der E. coli Stamm ER2566 [116] verwendet.
Dieser wurde mit dem Plasmid pRU2313 (AmpR, 387 bp NdeI-SapI PCR Fragment mit
cheY2, in pTYB1, NE BioLabs) transformiert. Fu¨r die Vorkultur zur Expression wurden
20 ml LB/Amp mit einer aus der Transformation erhaltenen Einzelkolonie angeimpft
und u¨ber Nacht bei 37◦C in einem 300 ml Erlenmeyerkolben im Schu¨ttelwasserbad
(New Brunswick) kultiviert. Zur Isolierung von rekombinantem CheY2 wurde je 1 l
Minimalmedium mit Glucose und Ammoniumsulfat (Tab. 2.1) mit 5 ml Vorkultur
beimpft und bei 37◦C bis zu einer optischen Dichte von OD600 = 0,5 kultiviert.
Dieser Punkt der exponentiellen Wachstumsphase der Zellen war bei nicht isotopenmar-
kierten bzw. 15N-markierten Proben der Induktionsstart. Die Proteinexpression wurde
bei einer Wachstumstemperatur von 16◦C u¨ber eine Dauer von 19 h durch Zugabe von
0,3 mM IPTG induziert. Da die 13C-Isotopenmarkierung einen hohen Kostenfaktor dar-
stellt wurde ein modifiziertes Expresssionsprotokoll verwendet. Die Hauptkultur wurde
zuna¨chst bei 37◦C im M9 Minimalmedium mit 1 g/l 12C-Glucose und 1 g/l 14NH4Cl bis
zu einer optischen Dichte von OD600 = 0,5 kultiviert. Nach Sedimentation bei 5000 g
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Tabelle 2.1: Zusammensetzung des M9 Expressions-
mediums.
Material Menge Sterilisation
Na2HPO4 x 2H2O 7,52 g/l autoklaviert
KH2PO4 3 g/l
NaCl 0,5 g/l
MgSO4 x 7H2O 250 mg/l filtriert
CaCl2 x H2O 14 mg/l (0,22 µm)
FeCl3 5 mg/l
14NH4Cl bzw.
15NH4Cl 1 g/l
Ampicillin 100 mg/l
Thiamin 0,2 mg/l
12C-Glucose 10 g/l
bzw.
13C-Glucose 1 g/l
und 4◦C wurden die Zellen in frischem M9-Medium mit 1 g/l 13C-Glucose und 1 g/l
15NH4Cl resuspendiert. Die Proteinexpression bei 30
◦C wurde nach einer Erholungs-
phase von 30 min mit 0,3 mM IPTG induziert. Nach weiteren 5 h Wachstum wurden
die Zellen geerntet und bei -80◦C gelagert.
2.3.2 Zellaufschluß und Reinigung von CheY2
Die bei 5000 g und 4◦C sedimentierten Zellen aus insgesamt 2 l Medium wurden in 20 ml
Aufschlußpuffer (20 mM HEPES pH 8,0, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA) resuspendiert.
Die Lyse der Zellen erfolgte mit einer French Press Minicell bei einem Innendruck von
20000 psi. Nicht aufgeschlossene Zellen und unlo¨sliche Membranbestandteile wurden
durch Zentrifugation bei 48000 g und 4◦C vom cytosolischen Anteil getrennt. Dieser
wurde abgenommen und bei 4◦C gelagert. Ein nahezu vollsta¨ndiger Aufschluß des Se-
diments wurde durch zwei- bis dreimalige Wiederholung des French Press-Aufschlusses
erreicht. Nach Aufschluß und Sedimentation wurden die jeweiligen U¨bersta¨nde vereinigt
und mittels Affinita¨tschromatographie weiter gereinigt.
Das Fusionsprotein CheY2-CBD wurde durch Affinita¨tschromatographie u¨ber eine
Chitin-Agarosesa¨ule von den cytosolischen Bestandteilen getrennt und gereinigt. Es
wurden Glassa¨ulen mit einem Innendurchmesser von 2,6 cm verwendet, die mit 15 ml
Material befu¨llt wurden. Nach Aquilibrieren der Sa¨ule mit drei Sa¨ulenvolumen Puf-
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fer wurde der U¨berstand aus der Zelllyse mit einer Durchflußgeschwindigeit von ca. 0,4
ml/min bei 4 ◦C aufgetragen. Dem Waschschritt mit etwa 10 Sa¨ulenvolumen Aufschluß-
puffer folgte das Auftragen von drei Sa¨ulenvolumen 50 mM DTT, gelo¨st in Aufschlus-
spuffer, zur Induktion der Spaltungsreaktion des Inteins. Letzteres wurde mit erho¨hter
Durchlaufgeschwindigkeit von ca. 3 ml/min durchgefu¨hrt um die fru¨hzeitige Elution von
abgespaltenem Protein zu verhindern. Nach einer 16 stu¨ndigen Inkubationszeit konnte
das vollsta¨ndig abgespaltene Protein in hoher Reinheit von der Sa¨ule eluiert werden.
Die Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE getestet und CheY2-enthaltende
Fraktionen (ca. 20- 30 ml) vereinigt. Diese wurden unter Verwendung eines Dialyse-
schlauchs mit einer Ausschlussgrenze von 6- 8 kDa gegen 1 l 20 mM Tris/HCl pH 6,8,
0,5 M NaCl, 5 mM MgCl2, fu¨r 2 h und nach Pufferwechsel fu¨r weitere 24 h dialysiert.
Das Dialysat wurde durch Ultrafiltration bei einem N2-Druck von 3 bar in einer Amicon
Ru¨hrzelle unter Verwendung einer 3 kDa-Cellulose-Membran auf ca. 2 mg/ml ankonzen-
triert. Den abschließenden Reinigungsschritt zur Abtrennung von hoch- und niedermo-
lekularen Verunreinigungen, bei gleichzeitigem Pufferwechsel auf 20 mM Tris/HCl pH
6,8, 5 mM MgCl2, bildete eine FPLC Gelfiltrationschromatographie. Nach A¨quilibrie-
rung der Sa¨ule (Superdex75 bzw. Superdex200) mit Puffer wurde 1 ml CheY2-Lo¨sung
injiziert. CheY2 wurde mit einer konstanten Flußgeschwindigkeit von 0,5 ml/min eluiert
und das Eluat in 0,5 ml-Fraktionen gesammelt. Die Detektion der aufgetrennten Pro-
teine im Elutionsvolumen erfolgte bei einer Wellenla¨nge von 254 nm. Nach SDS-Page
Analyse wurden CheY2 enthaltende Fraktionen vereinigt und mittels Ultrafiltration kon-
zentriert.
2.4 Phosphorylierung und Beryllofluoridierung
von Responsregulatoren
Innerhalb des Zwei-Komponenten-Systems wird CheY2 durch Bindung an die aktivier-
te Histidin-Autokinase CheA phosphoryliert. Die Phosphorylierung von CheA erfolgt
unter Umsetzung von ATP zu ADP. Die entsprechenden Reaktionsschritte sind in den
Gleichungen (2.1 - 2.3) beschrieben:
CheA+ ATP
k1−→
←−
k−1
CheA-P + ADP (2.1)
CheA-P + CheY2
k2−→
←−
k−2
CheA+ CheY2-P (2.2)
CheY2-P
k3−→
←−
k−3
CheY2 + Pi (2.3)
Viele Responsregulator-Proteine ko¨nnen in Abwesenheit der jeweiligen Histidinkinase
MATERIAL UND METHODEN 17
durch kleine, molekulare Phosphordonoren aktiviert, d.h. phosphoryliert werden [77,
117–119]. In den Gleichungen 2.4 - 2.6 sind die im System CheY2 - AcP ablaufenden
Reaktionen gegeben. Die Zerfallskonstanten einzelner Reaktionen sind mit ki bezeichnet.
AcP
k4−→
←−
k−4
AcOH + Pi (2.4)
AcP + CheY2
k5−→
←−
k−5
AcOH + CheY2-P (2.5)
CheY2-P
k6−→
←−
k−6
CheY2 + Pi (2.6)
Aufgrund der geringen Halbwertszeit des phosphatgebundenen Zustands (≤ 20 s) ist der
Umsatz des Phosphodonors fu¨r lange NMR-Messungen (bis zu drei Tage) zu groß, um
fu¨r die gesamte Meßdauer einen hohen U¨berschuß an Donormoleku¨len zu gewa¨hrleis-
ten. Folglich sind in den Spektren Signale der aktiven und inaktiven Konformation zu
beobachten. Außerdem fu¨hren hohe Donorkonzentrationen zu Proteinaggregation und
bereiten bei der Einstellung des Spektrometers Probleme. Bei Verwendung von AcP
entsteht Essigsa¨ure (Gl. (2.4), (2.5)) in der Probe, was zu einer Erniedrigung des pH-
Werts fu¨hrt, da die Pufferkonzentration NMR-technisch beschra¨nkt ist. Diese Effekte
verursachen bei der Spektrenauswertung und Zuordnung Probleme. Eine ausreichend
hohe Population der aktiven Konformation kann nicht u¨ber die Dauer der Messung si-
chergestellt werden. Die Unterscheidung zwischen beiden Signalgruppen ist bei kleinen
Unterschieden kaum mo¨glich. Insbesondere sind die chemischen Verschiebungen, als
wichtigste Gro¨ßen der NMR Strukturbestimmung, sehr pH-sensitiv.
Diese Probleme ko¨nnen bei Verwendung von Berylliumfluorid (BeF−3 ) [120,121] umgan-
gen werden. Mit BeF−3 kann eine fu¨r mehrere Monate stabile und phosphatanaloge,
aktive Konformation erzeugt werden. Dies trifft fu¨r einige bakterielle Responsregula-
toren zu [122, 123] und wurde fu¨r CheY2 aus S.meliloti in dieser Arbeit nachgewiesen
(3.4.1).
2.5 Herstellung von CheY2-BeF3
Die Herstellung der stabilen, phosphat-analogen Konformation von CheY2 mittels BeF−3
wurde in Anlehnung an das Protokoll in [122] und [123] durchgefu¨hrt. Hierzu wur-
de eine frische Stammlo¨sung 1 % BeCl2 / 1 % HCl hergestellt und der pH-Wert mit
NaOH an den der NMR-Probe angepaßt. Die Lo¨sung wurde in einem Verha¨ltnis von
BeCl2 : CheY2 = 5 : 1 zur Proteinprobe gegeben. Anschließend wurde in
2H2O gelo¨stes
NaF im Verha¨ltnis NaF : BeCl2 = 10 : 1 zur Probe geben und der pH-Wert fu¨r die NMR-
Messungen eingestellt.
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2.6 CheY1, CheA174−316 (P2), MotD
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemotaxis-Proteine, der Responsregula-
tor CheY1, die CheY2 Bindungsstelle von CheA: CheA174−316 (P2-Doma¨ne), CheY2-
Mutanten sowie das Motorprotein MotD wurden im Labor von Dr. B. Scharf1 exprimiert
und fu¨r NMR-Messungen aufgereinigt.
2.7 NMR-Proben und Messbedingungen
Die Probenzusammensetzung war je nach NMR-Experiment unterschiedlich. Stan-
dardma¨ßig enthielten alle Proben 0,1 mM DSS als internen Standard zur Referenzie-
rung. Die chemische Verschiebung der 1H-Methylgruppe in DSS wurde zur indirekten
Referenzierung der 13C-, 15N- [124] und 31P- [125] Dimensionen in den Spektren ver-
wendet. Das fu¨r die Funktion von CheY2 essentielle zweiwertige Ion Mg++ war in allen
Proben, durch Zugabe von MgCl2, in einer Konzentration von 5 mM enthalten. Durch
Titrationsexperimente mit MgCl2 an einer 1 mM Probe wurde gezeigt, daß diese Kon-
zentration ausreichend zur vollsta¨ndigen Komplexierung von CheY2 mit Mg++ ist. Ein
Vergleich der NMR Spektren von CheY2 in NaPi - und Tris/HCl - Puffer ergab keine
Unterschiede. Da jedoch CheY2 im Tris/HCl Puffersystem gro¨ßere Stabilita¨t zeigte,
wurde dieser fu¨r die weiteren Messungen verwendet. Zu allen Proben wurde Proteasein-
hibitorgemisch (1000-fach, 100 µM Pepstatin, 100 µM Leupeptin, 10 µM BPTI in 2H2O)
im Verha¨ltnis 1:1000 und 0,01 mM Natrium-Azid gegeben. Der Anteil von 2H2O lag
fu¨r wa¨ssrige Proben bei 10 % 2, fu¨r Proben in Deuteriumoxid bei 99,7 %. Die CheY2-
Konzentration betrug bei 1H-detektierten Spektren 0,5- 1,2 mM, bei 31P-Messungen
zwischen 10 und 30 µM. Alle Spektren wurden bei einer Probentemperatur von 298 K
aufgenommen. Die Eichung der Temperatureinheit des NMR Spektrometers wurde mit
einer Ethylenglykolprobe durchgefu¨hrt [126]. Bei diesem Verfahren kann die Tempera-
tur durch Analyse der Protonenverschiebungen der CH2- und OH-Gruppen im Bereich
zwischen 273 K und 416 K kalibriert werden. Der pH-Wert der Proben wurde mit ei-
nem Knick 761 pH-Meter unter Verwendung einer 3 mm Glaselektrode gemessen, ohne
den Isotopeneffekt des Deuteriums in den Proben zu beru¨cksichtigen. Durch Zugabe
der entsprechenden Menge an NaO2H bzw. 2HCl wurde der pH-Wert auf 6,83 titriert.
In dieser Zusammensetzung waren die NMR Proben etwa zwei bis drei Monate stabil,
abha¨ngig von Messdauer und den durchgefu¨hrten Experimenten. Fu¨r zeitlich la¨nger als
zwei Monate auseinanderliegenden Experimente wurde CheY2 jeweils frisch pra¨pariert.
Eine Lagerung bei -20 ◦C war nicht mo¨glich, da das Protein pra¨zipitierte. Fu¨r die che-
mischen Verschiebungen und die Probenqualita¨t konnten keine Unterschiede zwischen
1Lehrstuhl fu¨r Genetik, Universita¨t Regensburg
2Der 2H2O-Anteil in der Probe ist fu¨r die Stabilisierung des NMR Spektrometers wa¨hrend der
Messungen erforderlich, ”Lock-Signal“.
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den verschiedenen Proben festgestellt werden.
2.8 NMR-Experimente
Mit den in Abschnitt 2.7 beschriebenen Proben konnten NMR Spektren mit guter Qua-
lita¨t aufgenommen werden. Die Datenaufnahme kann in drei gro¨ßere Bereiche eingeteilt
werden: Spektren fu¨r
1. die sequentielle Zuordnung (Haupt- und Seitenketten)
2. die Gewinnung von Strukturinformationen und
3. die Untersuchung der Wirkungsweise eines Proteins.
Eine Beschreibung der verwendeten Spektren ist in den jeweils angegebenen Referenzen
aber auch in [105–107] zu finden. Fu¨r die Aufnahme der Datensa¨tze standen Bruker
Spektrometer vom Typ DMX500, DRX600 und DRX800 zur Verfu¨gung, mit Proto-
nen-Resonanzfrequenzen von 500 MHz, 600 MHz und 800 MHz. Zur Aufnahme und
Prozessierung der Daten stand das Softwarepaket XWINNMR [127] zur Verfu¨gung. 1D-
31P-Spektren wurden mit 8192 Datenpunkten aufgenommen. 2D-Spektren mit 2048
Datenpunkten in der direkten 1H-Dimension und 512 Datenpunkten in der indirekten
15N- oder 13C-Dimension. Alle 3D-Spektren wurden mit 1024 Datenpunkten in 1H Di-
mension, 128 in 13C (TPPI [128]) und 64 in 15N (constant time, echo-antiecho [129])
gemessen. Die weitere Analyse und Auswertung der Spektren erfolgte mit den Pro-
grammen AURELIA [130] und AUREMOL [41].
2.8.1 Tripelresonanz-Experimente
Ziel der sequentiellen und partiellen Zuordnung ist es, eine maximale Zahl an chemi-
schen Verschiebungen fu¨r 1H-, (13C- und 15N-) Kerne zu identifizieren. Bis dato ist
dies der wichtigste und auch zeitaufwendigste Prozeß der Strukturbestimmung. Mit
wachsender Gro¨ße von Biomoleku¨len nehmen Signalu¨berlagerungen und Relaxations-
effekte zu. Dies sind mitunter auch die Gru¨nde, weshalb die Strukturbestimmung
mit homonuklearen 2D COSY, TOCSY und NOESY Spektren, nach der Methode von
Wu¨thrich [131, 132], nur bis zu einer Moleku¨lmasse von etwa 10 kDa mo¨glich ist. Mit
Tripelresonanz-Experimenten3 [13–15, 107, 108], die eine Isotopenmarkierung der Pro-
teine mit 13C und 15N erfordern, ko¨nnen Proteine bis zu einer Gro¨ße im Bereich von
3Die Nomenklatur der Tripelresonanz-Experimente wurde von Ikura et al. [13] eingefu¨hrt. Der Name
des Experiments, z.B. CBCA(CO)NH, beschreibt wie die Magnetisierung im Verlauf des Experiments
transferiert und durch welche Spins sie frequenzmarkiert wird. Eingeklammerte Kerne sind nur am
Magnetisierungstransfer beteiligt, d.h. ihre Resonanzfrequenz taucht im Spektrum nicht auf.
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20 kDa untersucht werden. In diesen Experimenten werden fu¨r den Magnetisierungs-
transfer J-Kopplungen benu¨tzt, die groß im Vergleich zur Linienbreite sind. Fu¨r das
Proteinru¨ckgrat sind die skalaren homo- und heteronuklearen Kopplungskonstanten in
Abb. 2.1 (J-Kopplungskonstanten [108]) zusammengefaßt.
Abb. 2.1: J-Kopplungskonstanten des Proteinru¨ckgrats fu¨r 13C
und 15N markierte Proteine.
2.8.2 Zuordnung der Hauptkette
Die Grundlage der sequentiellen Zuordnung bildete das HNCA Experiment [133, 134].
Bei diesem wird eine Amid-Gruppe mit dem CA Kern der eigenen und der in Richtung
N-Terminus vorausgehenden Aminosa¨ure korreliert. Mehrdeutige Zuordnungen konn-
ten durch die Experimente CBCA(CO)NH [16], HBHA(CO)NH [135] und 15N-NOESY-
HSQC [136] eindeutig gekla¨rt werden. Die Carbonylverschiebungen der Hauptkette
wurden aus einem HNCO-Spektrum [133,134] bestimmt.
2.8.3 Zuordnung der Seitenketten
Die Cβ und Hβ chemischen Verschiebungen wurden aus den bereits bei der Hauptket-
tenzuordnung verwendeten Experimenten CBCA(CO)NH, HBHA(CO)NH entnommen.
Die Auswertung von HCCH-TOCSY [17] und CC(CO)NH [137] Spektren lieferte den
Großteil der partiellen Zuordnung. Fehlende bzw. mehrdeutige Zuordnungen konn-
ten zu einem spa¨teren Zeitpunkt teilweise unter Zuhilfenahme von 15N-NOESY-HSQC,
13C-NOESY-HSQC [136] und 2D NOESY Spektren gekla¨rt werden. Die NH2- und
CO- Verschiebungen der Asparagin- und Glutamin-Seitenketten wurden aus HNCA,
CBCA(CO)NH und HNCO ermittelt. Die chemischen Verschiebungen der Ringproto-
nen von Histidin und Phenylalanin konnten aufgrund ihrer NOE-Kontakte in den 2D-
NOESY/2H2O,
13C-NOESY-HSQC und HCCH-TOCSY Spektren identifiziert werden.
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2.8.4 NOESY-Spektren
Die wichtigsten strukturellen Informationen bei der NMR-Strukturbestimmung sind die
aus den NOE-Spektren abgeleiteten paarweisen Proton-Proton Absta¨nde. Die NOE-
Spektroskopie beruht auf dem Effekt der Kreuzrelaxation zwischen dipolar gekoppelten
Protonenpaaren. In einem Zwei-Spin-System ist die A¨nderung der Magnetisierung des
einen Kerns I an die des zweiten S gekoppelt:
d∆Iz(t)
dt
= −ρI∆Iz(t)− σIS∆Sz(t) (2.7)
d∆Sz(t)
dt
= −ρS∆Sz(t)− σIS∆Iz(t) (2.8)
Hierin bedeuten ρI , ρS die Autorelaxationsraten und σIS die Kreuzrelaxationsrate. Bei
der Annahme eines isolierten Zwei-Spin-Systems (isolated two-spin approximation), d.h.
fu¨r sehr kurze Mischzeiten τm (initial rate regime), ist die Intensita¨t IIS eines Kreuzsi-
gnals proportional zum Produkt aus Kreuzrelaxationsrate und Mischzeit. Die Kreuzre-
laxationsrate wiederum ist proportional zur inversen sechsten Potenz des Abstands r−6IS
der beteiligten Kerne [105,106]:
IIS ∝ σIS ∗ τm
∝ r−6IS (2.9)
Diese Na¨herung gilt fu¨r Biomoleku¨le mit typischen Mischzeiten zwischen 50 ms und 150
ms nicht mehr exakt. Dennoch ist dieser Bereich ein guter Kompromiß aus Intensita¨t
der Kreuzsignale und Sto¨reffekten ho¨herer Ordnung, wenngleich in manchen Fa¨llen auch
Mischzeiten zwischen 20 ms und 300 ms benu¨tzt werden ko¨nnen. Die Terme ho¨herer
Ordnung beschreiben z.B. Spindiffusion oder Magnetisierungsru¨cktransfer. Diese Ef-
fekte fu¨hren dazu, daß Kreuzsignale eine gro¨ßere bzw. kleinere Intensita¨t besitzen als
die aus der linearen Beziehung (2.9) abgeleitete und eine zusa¨tzliche Fehlerkorrektur
fu¨r die experimentell bestimmten Absta¨nde erfordern. Die Kalibrierung der Abstands-
abha¨ngigkeit der Signalvolumina erfolgt in linearer Na¨herung meist unter Verwendung
eines Kreuzsignals mit bekanntem Abstand (z.B. Methylengruppen 0,18 nm , aromati-
sche Ringprotonen 0,25 nm):
ri = rref ∗ (Sref
Si
) (2.10)
Hierbei ist ri der zu bestimmende Abstand, rref der Referenzabstand und Sx das je-
weilige Volumen. Durch diese Art der Kalibrierung fließen zusa¨tzliche Fehler in die
Absta¨nde ein. Einerseits durch die Wahl des Referenzsignals (starke Kopplung, i.A.
kleine Distanz), andererseits durch die als gleich angenommenen Korrelationszeiten4 fu¨r
4In erster Na¨herung ist σ proportional zur Korrelationszeit τc, d.h. IIS ist direkt proportional τc,
somit abha¨ngig von der Dynamik der betrachteten Spinpaare.
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verschiedene Protonenpaare. Die so bestimmten Beschra¨nkungen ko¨nnen bei Struk-
turrechnungen nicht als feste, spezifische Distanzen verwendet werden, sondern stellen
vielmehr einen Abstandsbereich fu¨r die Spinpaare dar. Dies wird in den Strukturrech-
nungen durch Verwendung von unteren und oberen Grenzen fu¨r den jeweiligen Abstand
beru¨cksichtigt. Die Fehler in den Absta¨nden liegen zwischen 10 - 40 % [109]. Kreuzsigna-
le, deren Protonen nicht weiter als 5 Aminosa¨uren entfernt liegen (medium range signals)
tragen zur Festigung der Sekunda¨rstrukturelemente bei, wa¨hrend NOE-Kontakte u¨ber
mehr als 5 Reste (long range) die Hauptinformation fu¨r die Tertia¨rstruktur des Proteins
enthalten. Erstere legen zusammen mit anderen Parametern wie z.B. dihedralen Win-
keln die Sekunda¨rstruktur fest. Langreichweitige Kontakte bestimmen im Wesentlichen
die globale Faltung des Proteins und sind daher entscheidend fu¨r die 3D Strukturbe-
stimmung.
Fu¨r die Strukturbestimmung von CheY2 und CheY2-BeF3 wurden Abstandsinforma-
tionen aus den 2D NOESY-Spektren in H2O bzw.
2H2O, einem 3D
15N-NOESY-HSQC
und einem 3D 13C-NOESY-HSQC Spektrum verwendet. Diese wurden mit Ausnahme
des 15N-NOESY-HSQC Spektrums am 800 MHz Spektrometer aufgenommen. Bei allen
Experimenten wurde eine Mischzeit τm von 100 ms verwendet.
2.8.5 Wasserstoffbru¨cken
Bei der Ausbildung und Stabilisierung von Sekunda¨rstrukturelementen sind Wasser-
stoffbru¨cken wesentlich beteiligt. Aus diesem Grund ist die Kenntnis mo¨glichst vieler
Wasserstoffbru¨cken fu¨r die 3D Strukturbestimmung sehr hilfreich. Diese ko¨nnen einer-
seits direkt u¨ber die relativ kleine (3JNCO < 1Hz) Kopplung mit NMR Spektroskopie
gemessen werden. Fu¨r gro¨ßere Moleku¨le beschra¨nkt jedoch die Relaxation der Magneti-
sierung wa¨hrend der relativ langen Magnetisierungs-Transferzeit die Anwendung dieser
Methode.
Wasserstoffbru¨cken im Moleku¨l ko¨nnen auch indirekt lokalisiert werden. Hierbei wird
ausgenu¨tzt, daß die an Wasserstoffbru¨cken beteiligten Protonen nur langsam mit dem
Lo¨sungsmittel austauschen. Bei der Realisierung des Experiments kann das in wa¨ssrigem
Puffer gelo¨ste Protein gefriergetrocknet und anschließend in D2O resuspendiert werden.
Durch eine Meßreihe mit zeitlich aufeinanderfolgenden 1H-15N-HSQC Spektren ko¨nnen
langsam austauschende Amidprotonen identifiziert werden, da deren Signale la¨nger be-
obachtet werden ko¨nnen. Jedoch ist nicht jedes langsam austauschende Amidproton an
einer Wasserstoffbru¨ckenbindung beteiligt, mo¨glich wa¨re auch eine schlechte Lo¨sungs-
mittelzuga¨nglichkeit. Mit dieser Methode ko¨nnen zwar potentielle Amidgruppen identi-
fiziert werden, jedoch fehlt die Information u¨ber die jeweils beteiligte Carbonylgruppe.
Die HN-CO-Paare und somit die Wasserstoffbru¨cken ko¨nnen durch bereits feststehen-
de Sekunda¨rstrukturelemente und bestehende NOE-Kontakte relativ sicher zugeordnet
werden.
MATERIAL UND METHODEN 23
Aufgrund der hohen Moleku¨lmasse von CheY2 (14 kDa) konnten Wasserstoffbru¨cken
nicht direkt aus entsprechenden HNCO-Spektren bestimmt werden. Zu deren Bestim-
mung mit der indirekten Methode wurde 15N markiertes Protein gefriergetrocknet, in
D2O resuspendiert und direkt im Anschluß eine Folge von
1H-15N-HSQC-Spektren im
Abstand von 30 min aufgenommen. Die Zuordnung langsam austauschender Amidpro-
tonen zu Wasserstoffbru¨cken, d.h. zu den jeweiligen Carbonylgruppen, wurde in Kom-
bination mit bestehenden NOE-Kontakten und der Sekunda¨rstruktur durchgefu¨hrt.
2.8.6 Protein-Protein-Wechselwirkungen
Ergeben sich bei Protein-Protein Wechselwirkung Komplexe mit Moleku¨lmassen von et-
wa 20 bis 80 kDa, ist bei NMRUntersuchungen die Verwendung der TROSY-Spektroskopie
[7] notwendig. Das TROSY-Prinzip nutzt die Interferenz von dipolarer Kopplung und
Anisotropie der chemischen Verschiebung (CSA) aus. Die vier Multiplettsignale einer
HN-Gruppe im Protein besitzen aufgrund dieser Interferenz unterschiedliche Linienbrei-
ten. Verglichen mit Standard HSQC-Experimenten wird durch Selektion des Signals
mit der geringsten Linienbreite im TROSY Spektrum eine erhebliche Verbesserung der
Spektrenqualita¨t erreicht.
Die durch Protein-Interaktion induzierten spektralen Vera¨nderungen in 15N-HSQC Spek-
tren ko¨nnen unter der Voraussetzung einer bereits vorhandenen Zuordnung in einer
Titrationsreihe mit nicht markiertem Liganden verfolgt werden. Signallage und Inten-
sita¨t sind eng mit der Konformation und chemischen Umgebung des jeweiligen Kerns
verknu¨pft (s. 2.9). Die beobachteten Vera¨nderungen ko¨nnen durch strukturelle Unter-
schiede, chemischen Austausch, Relaxationseffekte oder durch die Na¨he des Liganden
verursacht werden und erlauben eine Charakterisierung der Protein-Protein Wechselwir-
kung. Werden diese Vera¨nderungen auf die Proteinoberfla¨che projiziert (chemical shift
mapping) kann die Bindungsstelle lokalisiert und na¨her beschrieben werden.
Die Wechselwirkungen von CheY2 bzw. CheY2-BeF3 mit bekannten und mo¨glichen
Bindungspartnern der Chemotaxis-Signalkette (P2, CheY1) bzw. dem Motorprotein
MotD wurden anhand von Titrationsreihen untersucht. Die gegen den flu¨chtigen Puffer
Ammoniumacetat dialysierten Ligandenproteine wurden in der entsprechenden Men-
ge gefriergetrocknet und in der NMR-Probe resuspendiert. Bei einer konstanten 15N-
CheY2 bzw. CheY2 BeF3 Konzentration von ca. 0,5 mM wurde die Konzentration des
Liganden schrittweise um 0,1 mM erho¨ht und jeweils ein 2D 15N-TROSY-HSQC Spek-
trum aufgenommen. Nach 6 bis 8 Titrationsschritten wurden keine weiteren spektralen
Vera¨nderungen beobachtet. Letztere wurden in vier Klassen eingeteilt:
1. verschwindende Signale (Intensita¨tsverlust > 0,97),
2. relativer Intensita¨tsverlust Irel,
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3. chemische Verschiebungsa¨nderung ∆ppmg,
4. keine A¨nderung.
Zur Normierung der Signalamplituden wurde der Amplitudenmittelwert einer Gruppe
relativ gleich bleibender Signale (ca. 11 %) verwendet. pH-induzierte Effekte konnten
durch U¨berpru¨fung des pH-Wertes bei jedem Titrationsschritt ausgeschlossen werden.
Fu¨r die Darstellung der spektralen Vera¨nderungen auf der Proteinoberfla¨che wurden
Signale der Klasse 1, der Klasse 2 und der Klasse 3 beru¨cksichtigt. Als Signifikanz-
niveau wurde jeweils die doppelte Varianz der Intensita¨tsquotienten bzw. chemischen
Verschiebungen verwendet.
2.8.7 31P-Messungen
Die Untersuchung der Phosphorylierungseigenschaften von CheY1, CheY2 und CheY2-
Mutanten wurde mittels 1D 31P-Spektroskopie [138] durchgefu¨hrt. Als Phosphordonor
wurde AcP [99] im Konzentrationsbereich zwischen 5 mM und 80 mM verwendet. Der
Anteil an freiem Phosphat zu Beginn einer Messreihe betrug ca. 15 %. Die Konzentrati-
on der Responsregulator Proteine lag zwischen 10 und 30 µM. Pro Messpunkt wurden 16
FID‘s mit jeweils 8192 Datenpunkten akkumuliert. Die Spektrenweite betrug 40 ppm,
bei indirekter Referenzierung auf DSS. Mit einem Relaxationsdelay von 5 s ergab sich ei-
ne Messdauer von 93 s. Je nach Geschwindigkeit des AcP-Zerfalls (Gl. (2.4) - (2.6)) war
der zeitliche Abstand zweier Messpunkte zwischen 30 min (Gl (2.4)) und 5 bis 10 min
(Gl. (2.5) und (2.6)). Die Spektren wurden mit 16000 Datenpunkten prozessiert. Die
Dekonvolution der Spektren in eine Summe von Lorentzlinien und deren Integration er-
folgte mit dem Programm XWINNMR. Zur Ermittlung der Anfangsgeschwindigkeit (Gl.
2.11) der Gesamtreaktion (Gl. (2.4) bis (2.6)) wurde zuna¨chst die zeitliche Abha¨ngigkeit
des relativen Volumens des AcP-Signals mit dem Programm ORIGIN an eine Gleichung
erster Ordnung angepaßt. Der Betrag | m | der Steigung dieser Geraden gibt direkt die
Anfangsgeschwindigkeit. Nach Abzug der Zerfallsrate von AcP in Puffer ohne Prote-
in ist ein Vergleich der Umsatzraten verschiedener Proteine und ggf. die Bestimmung
der Geschwindigkeitskonstante k3 (Gl. (2.6)) und Halbwertszeit T 1
2
, im Rahmen der
Michaelis-Menten Enzymkinetik mo¨glich.
Die Michaelis-Menten-Gleichung der Enzymkinetik [139] beschreibt den Substratumsatz
eines Enzyms, wie z.B. AcP und CheY2 (s.Gl. 2.3):
v0 =
vmax[S]
KM + [S]
(2.11)
Diese Funktion zweiter Ordnung (Hyperbelgleichung) beschreibt die Abha¨ngigkeit der
Anfangsgeschwindigkeit v0 einer Reaktion von der Substratkonzentration [S]. Die Ma-
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ximalgeschwindigkeit vmax und die Michaelis-Menten-Konstante KM sind enzymspezifi-
sche Parameter der Reaktion. In Abb. 2.2 ist Gl. (2.11) fu¨r die Parameter Vmax=1 mM/s
und KM=7 mM graphisch dargestellt (—–). Die Bestimmung dieser zuna¨chst unbe-
kannten Gro¨ßen eines Enzyms kann durch Anpassung der experimentell bestimmten
Anfangsgeschwindigkeiten ( ) an Gl. (2.11) erfolgen.
Abb. 2.2: Abha¨ngigkeit der Anfangsgeschwindigkeit v0 einer enzymati-
schen Reaktion (Ordinate) von der Substratkonzentration [S] (Abszisse)
fu¨r eine Michaelis-Menten-Reaktion. Die Anpassung (—–) der Meßpunk-
te ( ) an die Gleichung (2.11) liefert die gesuchten Gro¨ßen vmax=1 mM/s
und KM=7 mM.
Aus der Maximalgeschwindigkeit kann mit der bekannten Enzymkonzentration [E] die
Geschwindigkeitskonstante k fu¨r den Zerfall des Enzym-Substrat Komplexes berechnet
werden:
vmax = k ∗ [E] (2.12)
Fu¨r eine Zerfallsgleichung erster Ordnung (z. B. Gl. (2.6) fu¨r CheY2 und CheY1) kann
mittels k die Halbwertszeit T 1
2
fu¨r die jeweiligen Probenbedingungen berechnet werden
(z.B. von CheY2-P, CheY1-P):
T 1
2
=
ln2
k
(2.13)
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Bei der experimentellen Realisierung ist die nicht zu vermeidende Zeitverzo¨gerung von
zwei bis drei Minuten zwischen Probenzusammenstellung und erstem Messpunkt im
Vergleich zur gesamten Messdauer vernachla¨ssigbar. Somit entspricht die ermittelte
Anfangsgeschwindigkeit und die daraus berechnete Halbwertszeit auch der des Proteins
bei den gewa¨hlten Messbedingungen. In jedem Fall stellt sie aber eine obere Grenze
dar.
2.9 Chemische Verschiebung
Die chemische Verschiebung eines Kerns spiegelt die lokalen chemischen und struktu-
rellen Gegebenheiten wider und ist eng verknu¨pft mit der Konformation des Proteins.
Daher steht nach Abschluß der sequentiellen Zuordnung mit den chemischen Verschie-
bungen der Hauptkettenatome bereits strukturelle Information zur Verfu¨gung. Mit
chemical-shift-index (CSI)-Analysen [25, 140, 141] ko¨nnen in diesem Stadium bereits
relativ gute Sekunda¨rstruktur-Vorhersagen getroffen werden, was fu¨r den Prozeß der
NOE-Zuordnung hilfreich sein kann. Bei der CSI-Analyse erfolgt ein Vergleich der che-
mischen Verschiebungen des Proteins mit den Werten von nicht strukturierten (random-
coil) Hexapeptiden.
Je nach Sekunda¨rstrukturelement und Kern sind die Werte der chemischen Verschiebung
durchwegs kleiner bzw. gro¨ßer. Somit kann fu¨r sequentiell aufeinanderfolgende Ami-
nosa¨uren mit tendenziell gleichen Unterschieden auf die Sekunda¨rstruktur geschlossen
werden. Fu¨r Hα -Kerne sind die chemischen Verschiebungen in α-helikalen Bereichen
kleiner, fu¨r β-Faltblattstrukturen gro¨ßer als die random-coil Werte. Cα , Cβ und C Ker-
ne verhalten sich genau umgekehrt. Im Falle eines nachfolgenden Prolinrestes ist eine
Korrektur der chemischen Verschiebung notwendig, da sonst β-Faltblatt Konformatio-
nen vorgeta¨uscht werden ko¨nnen [142].
Daru¨berhinaus ko¨nnen aus den chemischen Verschiebungen konformationelle Einschra¨n-
kungen fu¨r die dihedralen Winkel Φ und Ψ abgeleitet werden. Dies ist mit dem Pro-
gramm TALOS [26] mo¨glich. TALOS benu¨tzt eine Datenbank von Proteinen, fu¨r die
sowohl chemische Verschiebungen als auch hochaufgelo¨ste Ro¨ntgenstrukturen existieren.
Unter Verwendung der Cα , Cβ , C , Hα und HN chemischen Verschiebungen jeweils eines
Aminosa¨ure-Tripletts sucht das Programm in der Datenbank nach homologen Bereichen
mit a¨hnlichen chemischen Verschiebungen. Falls die in der Mitte liegenden Aminosa¨uren
der 10 besten Treffer a¨hnliche Φ- und Ψ-Werte besitzen, ko¨nnen fu¨r die urspru¨ngliche
Aminosa¨ure a¨hnliche Winkelbereiche angenommen und fu¨r die Strukturrechnung ver-
wendet werden [25, 26, 140, 141, 143, 144]. Die Fehler werden mit etwa 3 % angegeben.
Falsche Winkelvorhersagen ko¨nnen durch Inkonsistenzen mit anderen experimentellen
Daten (z.B. NOE’s) identifiziert werden.
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Abgesehen von der NMR Strukturbestimmung sind die chemischen Verschiebungen
wichtige Gro¨ßen zur Charakterisierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen. Von
der A¨nderung der chemischen Verschiebung kann auf eine vera¨nderte chemische Um-
gebung bzw.Konformation geschlossen werden. Durch Projektion der chemischen Ver-
schiebungsa¨nderungen auf die Proteinoberfla¨che (chemical shift mapping) ko¨nnen Bin-
dungsstelle und/oder induzierte Konformationsa¨nderungen na¨her charakterisiert wer-
den.
2.10 Kombinierte chemische Verschiebungs-
a¨nderung
Die bei Konformationsa¨nderungen beobachteten A¨nderungen chemischen Verschiebun-
gen waren fu¨r 1H-Kerne um den Faktor von 5- 10 kleiner als die der 15N- bzw. 13C-Kerne.
Um die chemischen Verschiebungsa¨nderungen unterschiedlicher Kerne gleichermaßen zu
beru¨cksichtigen, wurde die mit den Skalierungsfaktoren fi der Kerne Ai gewichtete Sum-
me ∆ppmg(A1, ...AN) aus den Einzelverschiebungen ∆ppmi berechnet:
∆ppmg(A1, ...AN) =
1
N
∗
∑
fi ∗∆ppmi (i = 1...N) (2.14)
Als Wichtungsfaktor einer Kernsorte wurde der Faktor verwendet, der die in Protei-
nen beobachtete Varianz der chemischen Verschiebung (BMRB, [50]) des entsprechen-
den Kerns auf die normierte Varianz der 15N-Kerne der Hauptkette skaliert. Fu¨r die
Hauptkettenatome gilt fu¨r 15N Kerne somit f15N ≡ 1. Die Faktoren von 1H-, 13C- und
13Cα-Kernen sind in Tabelle 2.2 aufgelistet.
2.11 NOE-Zuordnung
Die in Abschnitt 2.8.4 erwa¨hnten NOESY-Spektren wurden mit XWINNMR [127] pro-
zessiert und mit AURELIA [130] bzw. AUREMOL [41] weiter bearbeitet und analysiert.
Die Signalvolumina wurden nach automatischer Signalsuche und manueller Nachbear-
beitung mit der in AURELIA enthaltenen Segmentierroutine bestimmt. Die Zuordnung
der NOESY Spektren erfolgte durch eine manuelle, strukturbasierte Methode. Zuna¨chst
wurden eindeutig identifizierbare intraresiduale und sequentielle Kreuzsignale des 2D-
NOESY/H2O und 3D-
15N-NOESY-HSQC Spektrums zugeordnet. Hierbei wurde das
Vorwissen u¨ber die Sekunda¨rstruktur (2.9) und den darin typischerweise auftretenden
NOE-Kontakten [22, 145] mit einbezogen. Diese Zuordnung bildete die Grundlage fu¨r
die Normierung der aus den Signalvolumina bestimmten Absta¨nde. Der Normierungs-
faktor wurde so gewa¨hlt, daß mo¨glichst viele sequentielle und intraresiduale Absta¨nde
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Tabelle 2.2: Skalierungsfaktoren zur Berechnung der gewichteten che-
mischen Verschiebungsa¨nderung nach Gl. (2.14). Aufgrund der Normie-
rung auf die 15N-Werte gilt f15N ≡ 1.
Typ f1H f13C f13Cα Typ f1H f13C f13Cα
ALA 6,17 1,70 1,80 LEU 6,26 1,95 1,84
ARG 6,50 1,81 1,62 LYS 6,42 2,00 1,83
ASN 6,80 2,51 2,28 MET 6,47 1,82 1,66
ASP 7,37 2,37 2,00 PHE 5,65 1,96 1,53
GLN 6,47 2,05 1,83 PRO — 5,95 6,12
GLU 6,03 1,74 1,68 SER 6,37 2,28 1,86
GLY 5,80 2,21 3,02 THR 8,15 2,81 1,86
HIS 6,11 2,11 1,88 VAL 6,99 2,44 1,63
ILE 6,65 2,42 1,70
d im Bereich der dafu¨r typischen Werte lagen (z.B. d(i,i+1)αN , d
(i,i)
αN , d
(i,i+1)
NN , d
(i,i)
NN , d
(i,i)
ββ ).
Die weitere Zuordnung, einschließlich des 2D-NOESY/2D2O und 3D-
13C NOESY-HSQC
Spektrums, erfolgte iterativ und ging mit der Strukturverfeinerung einher. Mit den
Strukturinformationen aus Iterationsschritt i wurden vorla¨ufige Proteinstrukturen be-
rechnet (2.13), die zur Simulation von NOESY Spektren verwendet wurden. Fu¨r die
Ru¨ckrechnung von NOESY-Spektren wurde das auf dem Relaxationsmatrixformalis-
mus [146–148] basierende Programm RELAX [149] verwendet. Durch Vergleich der
simulierten mit den experimentellen Daten war im Schritt i+1 die Identifizierung weite-
rer NOE-Signale und eine Korrektur bzw.Vervollsta¨ndigung der bestehenden Zuordnung
mo¨glich (2.8.3). Dieser iterative Prozeß wurde beendet, als eine maximal mo¨gliche Zahl
an eindeutigen, intraresidualen, sequentiellen, mittel- oder langreichweitigen Kreuzsi-
gnalen identifiziert war.
2.12 Molekulardynamik
Ein ha¨ufig verwendetes Verfahren bei der Berechnung von 3D-Proteinstrukturen aus ex-
perimentellen Daten ist das sog. simulated annealing. Dies kann sowohl im kartesischen
Raum (CNS [150]) als auch im Torsionswinkelraum durchgefu¨hrt werden (DYANA [35]).
Der hohen Zahl an Freiheitsgraden in einem Protein stehen vergleichbar wenige expe-
rimentell bestimmte Randbedingungen gegenu¨ber, so daß das zu lo¨sende Gleichungs-
system unterbestimmt ist. Eine Lo¨sung des Systems wird durch Hinzunahme empiri-
scher Daten wie Bindungswinkel und Bindungsla¨ngen der kovalent gebundenen Atome
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und Beachtung sterischer Einschra¨nkungen (z.B.Van-der-Waals Radien) mo¨glich. Diese
zusa¨tzlichen Randbedingungen werden in einem effektiven Kraftfeld zusammengefaßt.
In Kombination mit den experimentellen Daten wird aus einer zufa¨lligen Anfangsstruk-
tur mit bekannter Prima¨rstruktur ein minimaler Konformationsraum fu¨r das untersuch-
te Moleku¨l bestimmt, der die experimentellen und empirischen Daten bestmo¨glichst
erkla¨rt. Jeder in der Rechnung verwendete Parameter fu¨hrt zu einer potentiellen Ener-
gie der jeweiligen Konformation. Ist die Endstruktur mit den Eingabedaten konform
und besitzt diese minimale Energie so entspricht sie mit hoher Wahrscheinlichkeit ei-
ner mo¨glichen und natu¨rlich existierenden Konformation am globalen Energieminimum.
Ohne experimentelle Daten besitzt eine Aminosa¨urekette eine Vielzahl an Konforma-
tionen (aufgrund frei drehbarer Bindungen). Entscheidend fu¨r die Bestimmung der
natu¨rlichen Faltung eines Proteins ist daher die Zahl der experimentell bestimmten
Randbedingungen. Die Einschra¨nkung des Konformationsraums, d.h. die Anzahl der
Beschra¨nkungen, ist von gro¨ßerer Bedeutung als die absolut exakte U¨bereinstimmung
der experimentellen Daten (Absta¨nde oder Winkel) mit den tatsa¨chlichen Werten. Da
bei der NMR Proteinstrukturbestimmung in Lo¨sung die Moleku¨le aufgrund der Brown-
schen Bewegungen keine feste Konformation besitzen (wie z. B. bei Proteinkristallen in
der Ro¨ntgenkristallographie) schra¨nken die experimentellen Daten den Konformations-
raum auf einen Unterraum ein, der im Idealfall am globalen Energieminimum liegt. Zur
Charakterisierung dieses Unterraums wird bei der NMR-Strukturbestimmung u¨blicher-
weise ein darin enthaltenes Bu¨ndel von Strukturen berechnet. Dieses beschreibt die
Faltung des Proteins samt der mo¨glichen Fluktuationen. Der RMSD- (root mean square
deviation, mittlere quadratische Abweichung) Wert des Strukturbu¨ndels zur mittleren
Struktur ist ein Maß fu¨r die Schwankungen der relativen Atomlagen. Dieser darf jedoch
nicht u¨berinterpretiert werden, da er nicht unerheblich vom verwendeten Algorithmus
und von der Anzahl der Startstrukturen beeinflußt wird.
Bei der Strukturbestimmung mit dem simulated annealing-Verfahren wird die Start-
struktur auf einige tausend Kelvin aufgeheizt, so daß mo¨gliche Potentialbarrieren u¨ber-
wunden werden ko¨nnen. Unter dem Einfluß der empirischen Parameter (Kraftfeld) kann
sich das System in ein Energieminimum entwickeln. Der Hochtemperaturphase folgt ein
iterativer Abku¨hlungsprozeß bei dem die Temperatur des Systems schrittweise gesenkt
wird, wa¨hrend die Kraftkonstanten fu¨r die experimentellen Daten zunehmend sta¨rker
gewichtet werden. Bei jedem Schritt wird unter Beru¨cksichtigung der jeweiligen Rand-
bedingungen die Energie des Systems minimiert. Da nicht sichergestellt werden kann,
daß sich die Endstruktur im globalen Energieminimum befindet, ist es notwendig die-
ses Protokoll mit mehreren Startstrukturen durchzufu¨hren. Hierdurch werden potentiell
mo¨gliche und unterschiedliche Wege, die die Struktur im Verlauf der Rechnung durchlau-
fen kann, auf der Energiehyperfla¨che abgetastet. Bei Konvergenz der Startstrukturen
beschreibt das System zu großer Wahrscheinlichkeit den Konformationsraum um das
globale Energieminimum.
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Werden als generalisierte Koordinaten Torsionswinkel anstelle von karthesischen Koordi-
naten verwendet, vereinfacht sich die Potentialfunktion enorm. Im Torsionswinkelraum
werden Rotationen um frei drehbare Bindungen verwendet, translatorische Bewegungen
der Atome, die ggf. die chemischen Eigenschaften (Bindungsla¨ngen) verletzen brauchen
nicht durch zusa¨tzliche Kraftfelder und Bestrafungsfunktionen beru¨cksichtigt werden.
Ein von DYANA verwendeter, vereinfachter, rekursiver Algorithmus zur Lo¨sung der La-
grangegleichungen im Torsionswinkelraum fu¨hrt zu einer erheblichen Verringerung der
effektiven Rechenzeit, so daß mehr Zeit fu¨r die Lo¨sung der Lagrangegleichungen ver-
wendet werden kann. Generell fu¨hrt dies zu ku¨rzeren Gesamtrechenzeiten und besser
definierten Strukturen.
Die Verfeinerung von vorla¨ufig bestimmten Proteinstrukturen stellt einen iterativen Pro-
zeß dar, in dessen Verlauf die Vollsta¨ndigkeit und Qualita¨t der Eingabedaten optimiert
werden. Durch Vergleich der berechneten Strukturen mit den experimentellen Daten
verbessert werden ko¨nnen beispielsweise NOE-Verletzungen identifiziert (z.B. mit MOL-
MOL [151]) und ggf. korrigiert werden. Durch U¨berlagerung von simulierten NOESY
Spektren der berechneten Strukturen (z. B. mit der in AURELIA [130] bzw. AURE-
MOL [41] enthaltenen Routine RELAX [41]) mit den experimentellen Daten ko¨nnen
Zuordnungsfehler identifiziert und weitere Abstandbeschra¨nkungen gewonnen werden.
2.13 Strukturrechnung
Fu¨r die Strukturbestimmung wurden die experimentell bestimmten Wasserstoffbru¨cken
(2.8.5), Φ und Ψ Winkel (2.9) sowie Proton-Proton Absta¨nde (2.11) verwendet. Die
Fehler der aus den NOESY Spektren abgeleiteten Absta¨nde fu¨r NH- bzw. CH-, CH2-
und CH3−Gruppen wurden mit 10 %, 20 % und 30 % beru¨cksichtigt. Die obere Grenze
eines Abstands setzt sich somit aus Distanz plus Fehler zusammen. Die unteren Grenzen
wurden fu¨r alle Absta¨nde auf 0,18 nm gesetzt. Mit dem Befehl hbond wurden Wasser-
stoffbru¨cken in den Strukturrechnungen beru¨cksichtigt. Die von DYANA verwendeten
Standardwerte [152] fu¨r Wasserstoffbru¨cken beschra¨nken den Abstand zwischen Was-
serstoffatom und Akzeptor auf 0,18 - 0,20 nm, die Distanz zwischen kovalent an das
Wasserstoffatom gebundenem Atom und Akzeptor auf 0,27 - 0,30 nm. Die Struktur-
rechnung erfolgte durch Minimierung von 250 zufa¨llig erzeugten Anfangsstrukturen im
Torsionswinkelraum (2.12) mit dem in DYANA implementierten Protokoll anneal. Die-
ses Protokoll umfaßt einen simulated annealing Schritt mit 800 Hochtemperatur- und
3200 Abku¨hlschritten mit anschließenden 1000 Schritten Energieminimierung nach dem
Konjugierten-Gradienten-Verfahren. Bei der Bewertung der Strukturrechnung verwen-
det DYANA die potentielle Energie, die als indirektes Maß, unter Beru¨cksichtigung des
Kraftfeldes, in Form einer Bestrafungsfunktion, der sog. target function (TF), angege-
ben wird. Die Berechnung vorla¨ufiger Strukturen im Rahmen der iterativen NOESY-
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Zuordnung (2.11) erfolgte ausschließlich mit Abstandsbeschra¨nkungen. Die endgu¨ltigen
Rechnungen wurden mit allen experimentellen Einschra¨nkungen (3.4.8) durchgefu¨hrt.
Die Auswahlkriterien fu¨r Strukturensembles waren durch niedrige TF-Werte, passende
Ramachandran Winkel [153–155] und eine minimale Zahl an NOE-Verletzungen (2.14)
gegeben.
2.14 Strukturanalyse und Strukturbewertung
Bei der Bewertung von Strukturen ko¨nnen unterschiedliche Parameter einbezogen wer-
den. Die aus der Strukturrechnung erhaltene potentielle Energie stellt ein relatives Maß
fu¨r die Erfu¨llung der experimentellen (Absta¨nde, Winkel) und empirischen (Kraftfeld)
Randbedingungen dar. Da diese Gro¨ße vom Rechenverfahren und den experimentellen
Daten abha¨ngt, kann sie nur eingeschra¨nkt als Bewertungsmaßstab verwendet werden.
Verletzte NOE-Kontakte undWinkel erho¨hen im Kraftfeld die Energie, sind also indirekt
in der potentiellen Energie enthalten. Die globalen sowie die lokale RMSD-Werte geben
an, wie gut ein Strukturbu¨ndel in sich definiert ist. Große Werte ko¨nnen durch wider-
spru¨chliche, qualitativ schlechte oder zu wenig Eingabedaten verursacht werden. Jedoch
ist auch diese Gro¨ße nur bedingt aussagekra¨ftig, da sie in Analogie zur Energie ein rela-
tives, von der Methode abha¨ngiges Maß darstellt. Gro¨ßen wie Bindungswinkel, Dieder-
winkel und Bindungsla¨ngen beschreiben die in der Natur existierenden Geometrien und
Eigenschaften des Moleku¨lbaus und besitzen fu¨r die Bewertung einen objektiven Cha-
rakter. Die U¨berpru¨fung dieser Parameter ist mit dem Programm PROCHECK [156]
mo¨glich. Eine besondere Bedeutung besitzt der Ramachandran-Plot [153–155], der Aus-
kunft u¨ber die Verteilung der Φ und Ψ Winkel der Proteinhauptkette gibt. Da in
natu¨rlich gefalteten Moleku¨len bestimmte Winkelkombinationen bevorzugt werden kann
eine Aussage u¨ber Sinn und Unsinn der Faltung und Sekunda¨rstruktur der untersuchten
Struktur getroffen werden. Die Berechnung der Sekunda¨rstrukturelemente nach Kabsch
& Sander [157] und die 3D Darstellung ist mit dem Programm MOLMOL mo¨glich. Die
ra¨umliche Darstellung eines Proteins erleichtert die Identifizierung falscher Winkel und
ermo¨glicht eine Zuordnung zur entsprechenden Faltungsklasse (Topologie). Die bisher
beschriebenen Bewertungsgro¨ßen liefern Aussagen, wie gut eine Proteinstruktur von den
experimentellen Daten erkla¨rt wird. Jedoch geben sie keinen Hinweis, ob eine berech-
nete Struktur die experimentellen Daten erkla¨rt. Dies kann mit dem in AUREMOL
implementierten Programm RFAC [48] u¨berpru¨ft werden. In Analogie zum R-Faktor
der Ro¨ntgenkristallographie berechnet RFAC unter Verwendung von Struktur Zuord-
nung und experimentellen Daten R-Werte fu¨r NMR Strukturen. Dieser gibt an, wie
gut die aus einer Struktur abgeleiteten, simulierten Volumina der NOESY Kreuzsignale
mit den experimentell gemessenen u¨bereinstimmen, also wie gut die Struktur die expe-
rimentellen Daten erkla¨rt. Die Kombination mo¨glichst vieler Bewertungskriterien gibt
schließlich ein (absolutes und vergleichbares) Maß fu¨r die Qualita¨t einer NMR-Struktur.
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Zur Visualisierung, Analyse und Bewertung von Strukturen wurden die Programme
MOLMOL [151], PROCHECK [156] und RFAC [48] verwendet. Mit MOLMOL wur-
den Sekunda¨rstruktur [157], globale Faltung der Proteinmodelle und NOE-Verletzungen,
durch Einlesen der DYANA Eingabedaten untersucht. Die Berechnung von RMSD Wer-
ten erfolgte ebenfalls mit dem ProgrammMOLMOL. Die Verteilung der Bindungsla¨ngen
und -winkel wurde mit dem Programm PROCHECK untersucht. Fu¨r die Berechnung
der R-Faktoren der NMR-Strukturen wurde das in AUREMOL implementierte Pro-
gramm RFAC verwendet.
Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Automatisierte Vorverarbeitung von
NMR-Spektren
3.1.1 Lokales und Globales Rauschniveau in NMR-Spektren
Die lokalen Rauschniveaus sind geeignete Orientierungswerte fu¨r die Signalamplituden
in NMR-Spektren. Die lokalen Rauschniveaus wurden aus den Datenpunkten des Spek-
trums berechnet. Fu¨r jede 1D-Datenreihe in Richtung der direkten und indirekten
Dimensionen der 3D-Datenmatrix wurde ein Wert σnij fu¨r die Varianz der Rauscham-
plitude berechnet. Hierin ist n die Dimension in Richtung der Datenreihe, i und j die
Position in der 2D-Ebene senkrecht zu n. Ist σl die Varianz der Amplituden eines Seg-
ments aus k Datenpunkten der 1D-Datenreihe, so wurde σnij mit dem minimalen σl
einer 1D-Reihe gleichgesetzt:
σnij = minl=1..k(σl) (3.1)
Fu¨r die Berechnung der σl wurden jeweils 20 % (mindestens jedoch 10) der Datenpunkte
der jeweiligen Dimension, unter Beru¨cksichtigung ihres Vorzeichens verwendet. Das lo-
kale Rauschniveau eines Datenpunktes kann [40] mit dem geometrischen Mittel der σnij
der 1D-Datenreihen, die durch den Datenpunkt verlaufen, gleichgesetzt werden. Als
globales Rauschniveau σG des Spektrums wurde der Minimalwert aller σnij verwendet.
Falls dieses das Rauschniveau im Spektrum ada¨quat beschreibt und die Rauschamplitu-
den um Null normalverteilt sind, mu¨ßten 99,7 % der Rauschsignale betragsma¨ßig kleiner
als 3*σG sein. Dieser Wert war als Niveau fu¨r die Signalsuche jedoch ungu¨nstig, da die
Rauschsignale u¨berdurchschnittlich stark vertreten waren. Ein mo¨glicher Grund hierfu¨r
ist, daß σG mit dem Minimum der σl gleichgesetzt wurde. Die Signalklassifizierung nach
der Bayesschen Analyse erfordert eine repra¨sentative Menge an Rauschsignalen. Um ei-
ne fu¨r die Weiterverarbeitung sinnvolle Anzahl von Rauschsignalen zu erhalten wurde
das Niveau 3*σG weiter verfeinert.
33
34 ERGEBNISSE
3.1.2 Niveau fu¨r die automatische Signalsuche
In der von Koradi et al. [40] beschriebenen Methode fu¨r 2D-Spektren wurde das Rausch-
niveau eines Datenpunktes mit dem geometrischen Mittel der fu¨r den 2D-Fall berech-
neten Werte von σnij gleichgesetzt. Das globale Rauschniveau σ
G, das Minimum der
σnij wurde dort nach Skalierung mit einem empirischen Faktor von zwei bzw. drei als
unteres Niveau zur automatischen Signalsuche verwendet.
Im Gegensatz dazu erwies sich bei einer analogen Vorgehensweise im 3D-Fall, im Rahmen
dieser Arbeit, der Wert von 3*σG als Niveau (= :T ) fu¨r eine automatische Signalsuche
jedoch als betragsma¨ßig zu gering.
Das Niveau 3*σG wurde durch ein iteratives Verfahren weiter verfeinert. Vor der Itera-
tion wurde eine Signalsuche auf dem Niveau 3*σ durchgefu¨hrt. Hier wurden Signale mit
positiven und/oder negativen Amplituden, betragsma¨ßig gro¨ßer als 3 ∗ σ, beru¨cksich-
tigt. Im ersten Schritt der Iteration wurde der Mittelwert und die Varianz aller positiven
bzw. negativen Signalamplituden berechnet. Im Schritt i + 1 wurden zur Berechnung
des Mittelwerts µi+1 und der Varianz σi+1 die Signale verwendet, deren Amplituden
betragsma¨ßig kleiner als eine obere Grenze Li + 1 waren. Der Wert von Li + 1 wurde
aus µi und σi des i-ten Schrittes wie folgt berechnet:
L±i+1 = ±(µ±i ± 0, 5 ∗ σ±i ) (3.2)
Die unterschiedlichen Vorzeichen in Gl. 3.2 beru¨cksichtigen die Vorzeichen der Signal-
amplituden. Bei den ausschließlich positiven Signalamplituden gilt in Gl. 3.2 das
”
+“-
Zeichen, bei negativen das
”
-“-Zeichen. Je nach Anwendungsfall muß entschieden wer-
den ob positive, negative oder beide Werte beno¨tigt werden. Das Abbruchkriterium
der Iteration war, daß die Varianz σ±i etwa gleich dem Wert von (±µ±i − 3 ∗ σG) ist.
Nach Abschluß der Iteration im Schritt k wurde T mit (µ±k ± ∆µ) gleichgesetzt, mit
∆µ = min
{
(σ±k ) ; (| ± µ±k − 3 ∗ σG|)
}
. Dieses iterative Verfahren liefert vor allem bei
zu kleinen Werten von σG ein gut geeignetes Niveau fu¨r die Signalsuche im Hinblick
auf die Signalklassifizierung mittels Bayesscher Analyse. Diese erfordert stets eine re-
pra¨sentative Menge an Rauschsignalen, was mit dem iterativ bestimmten Niveau erfu¨llt
werden konnte.
Der Grundgedanke dieses iterativen Verfahrens beruht auf der Annahme einer Normal-
verteilung fu¨r die Amplituden der Rauschsignale. Durch die Wahl einer Grenze T bei
der Signalsuche werden die gefundenen Signale durch eine bei T abgeschnittene Nor-
malverteilung beschrieben. Ist der Bereich um das Maximum der Verteilung durch
Signalamplituden vertreten und ist das Abbruchkriterium der Iteration erfu¨llt, so ent-
spricht der Mittelwert der Amplituden gerade dem Erwartungswert der abgeschnittenen
Normalverteilung. Ist der Bereich des Maximums der Verteilung nicht durch die Signale
vertreten, so ist der Mittelwert aus der Iteration gerade das urspru¨ngliche Niveau der
Signalsuche.
Da die in AUREMOL implementierte Version der Signalsuche maximal 65000 Signa-
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le zula¨ßt, zur Beru¨cksichtigung der Normalverteilung der Rauschsignale aber i.a. eine
gro¨ßere Zahl erforderlich ist, wurde diese Routine durch eine dynamische Speicherre-
servierung fu¨r jedes neu gefundene Signal erweitert. Somit ist im Prinzip die Anzahl
der Signale nur noch durch den Arbeitsspeicher des Rechners begrenzt. Fu¨r die Verwen-
dung der identifizierten Signale in anderen Routinen muß diese jedoch nach Bearbeitung
und Analyse wieder auf die von AUREMOL maximal erlaubte Anzahl reduziert wer-
den. Dies stellt fu¨r Proteinspektren keine Einschra¨nkung dar, denn diese beinhalten
nach Analyse und Reduktion der Daten weit weniger als 65000 wahre Proteinsignale.
Bei dem 3D NOESY-HSQC-Spektrums von CheY2 wurden bei der Signalsuche auf dem
Niveau 3 ∗ σnij etwa 250000 Signale gefunden. Mit dem aus der Iteration erhaltenen
Wert etwa 10000, die fu¨r eine weitere Verarbeitung ausreichend und sinnvoll waren.
3.1.3 Signalklassifizierung
Grundlage fu¨r die Bayessche Analyse war die fu¨r den 2D-Fall in AUREMOL imple-
mentierte Routine [158]. Zur Analyse der Charakteristik von Rauschsignalen wurde
eine Signalsuche auf dem Niveau 0, 5 ∗ T (3.1.2) durchgefu¨hrt. Die Berechnung der
Wahrscheinlichkeitsverteilungen fu¨r die Bayessche Analyse erfordert die Auswahl einer
repra¨sentativen Menge von Signalen einer Klasse. In diesem Fall wurden die beiden
Klassen Rauschsignale und wahre Proteinsignale verwendet. Die Repra¨sentanten wur-
den unter Beru¨cksichtigung von Intensita¨t und chemischer Verschiebung ausgewa¨hlt.
Fu¨r die Klasse der Rauschsignale wurde der Amplitudenbereich > 0, 5 ∗ T , fu¨r die Si-
gnalklasse eine untere Schwelle von 1, 5 ∗ T gewa¨hlt. Als zusa¨tzliches Kriterium fu¨r
die Klasseneinteilung wurden die in der BMRB [50] verfu¨gbaren statistischen Werte fu¨r
chemische Verschiebungen von Proteinsignalen verwendet. Erfu¨llt ein Signal das erste
Kriterium fu¨r die (Rausch-) Signalklasse, so wurde es nur dann als Repra¨sentant verwen-
det, wenn die chemischen Verschiebungen in den jeweiligen Dimensionen des Spektrums
(außerhalb) innerhalb des Bereichs von Proteinsignalen lagen.
Ausgehend von dieser Einteilung wurden fu¨r jede Klasse die Wahrscheinlichkeitsver-
teilungen einzelner Merkmale berechnet. Dies waren zuna¨chst die bereits im 2D-Fall
beru¨cksichtigten Gro¨ßen Intensita¨t und Volumen (d.h. Signalform) ( [158]). Die Trenn-
scha¨rfe der beiden Merkmale war nicht ausreichend. Daher wurden weitere Merkmale
herangezogen. Zuna¨chst wurde die Existenz eines intensiven Diagonalsignals, in Form
des Amplitudenverha¨ltnisses von Diagonalsignal zum betrachteten Signal beru¨cksich-
tigt. Nach Bayesscher Analyse mit den obigen drei Merkmalen wurde die Anzahl der
Kreuzsignale, mit Signalwahrscheinlichkeiten von mindestens 0,5 und gleichen Koordi-
naten in den indirekten Dimensionen, ermittelt. Bei der Wahl der Repra¨sentanten zur
Berechnung der Wahrscheinlichkeitsverteilungen wurden Kreuzsignale mit Qualita¨ts-
werten < 0, 5 bzw. > 0, 5 fu¨r die Klasse der Rauschsignale bzw. der wahren Signale
beru¨cksichtigt. Mit den Wahrscheinlichkeitswerten fu¨r das Merkmal Kreuzsignal wur-
den schließlich die Signalwahrscheinlichkeiten neu berechnet.
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3.2 Automatisierte Spektrenverarbeitung am
Beispiel des 15N-NOESY-HSQC-Spektrums
von CheY2
Anhand des 15N-NOESY-HSQC-Spektrums von CheY2 wurde die Automatisierung von
Signalsuche (3.1.2) und Bayesscher Analyse (3.1.3) getestet. Bei diesem Spektrum mit
1024 x 128 x 256 Datenpunkten in der direkten 1H- und den indirekten 15N- bzw.
1H-Dimensionen konnte die automatische Signalsuche mit anschließender Bayesscher
Analyse innerhalb von 15 min auf einer Silicon-Graphics Workstation (Betriebssystem
IRIX, Version 6.5; ca. 160 MB Arbeitsspeicher; 180 MHz MIPS R5000 (IP32) Pro-
zessor) durchgefu¨hrt werden. Die anfa¨ngliche Zahl von 256000 Signalen wurde durch
eine Verfeinerung des Niveaus zur Signalsuche auf 6800 reduziert. Die anschließende
Bayessche Analyse der Signale unter Beru¨cksichtigung der Eigenschaften Diagonalsi-
gnal und Kreuzsignal fu¨hrte zu endgu¨ltigen 890 Signalen. Ein qualitativer Vergleich
der Trennscha¨rfe der Bayesschen Analyse mit bzw. ohne den Merkmalen Diagonal- und
Kreuzsignal zeigte, daß die zusa¨tzlichen Kriterien die Diskriminierung zwischen wahren
Signalen und Rauschsignalen deutlich verbessern.
3.3 Biochemie
3.3.1 Expressionsprotokoll fu¨r 15N/13C-Markierung
Nach Expression und Reinigung von rekombinantem CheY2 nach dem IMPACT-Ver-
fahren (2.3) lagen die Proteinausbeuten zwischen 4 mg und 8 mg je Liter Minimal-
medium (10 g/l 12C-Glucose). Aus einem zwei Liter-Ansatz konnten hiermit nicht-
markierte und 15N-markierte 1 mM CheY2 NMR-Proben hergestellt werden. Da die
13C-Isotopenmarkierung einen Kostenfaktor darstellt, wurde eine Vorschrift fu¨r eine
Glucosekonzentration von 1 g pro l Minimalmedium entwickelt.
Zur Optimierung der Expressionsraten wurden Induktorkonzentration, Zusammenset-
zung des Minimalmediums, Zusatz von Spurenelementen, Expressionsstamm, Tempe-
ratur und Expressionsdauer variiert. Fu¨r jeden Ansatz wurde nach Abschluß des Zell-
wachstums eine gleiche Probe der Bakterienkultur untersucht. Zum Vergleich der Ex-
pressionsraten wurden die Proben 5 min bei 100◦C in SDS-Puffer inkubiert und mittels
SDS Gelelektrophorese analysiert. Gleichzeitig wurde der Anteil des lo¨slich exprimierten
Proteins bestimmt. Hierzu wurde das Cytosol der geernteten Zellen nach deren Auf-
schluß durch dreimalige French Press Passage untersucht. Die Quantifizierung erfolgte
durch vergleichende Western-Blot Analysen (2.2).
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Abb. 3.1: Wachstumskurve einer Expressionskultur mit Wechsel des
Expressionsmediums in der exponentiellen Wachstumsphase. Das expo-
nentielle Wachstum wird nach Austausch des Mediums fortgesetzt. Die
zu Beginn der stationa¨ren Phase erreichte optische Zelldichte entspricht
der des ungesto¨rten Wachstums.
Im Bereich von 10 µM bis 1 mM IPTG wurde keine Vera¨nderung der Proteinausbeute
durch die Induktorkonzentration festgestellt. Durch Zugabe verschiedener Spurenele-
mente und Variation der Zusammensetzung des Minimalmediums wurde keine Steige-
rung der exprimierten Proteinmenge beobachtet. Die Proteinausbeute war bei Verwen-
dung des E. coli -Expressionsstamms ER2566 im Vergleich zum Stamm BL21 geringfu¨gig
ho¨her. Die gro¨ßten Effekte wurden bei Variation von Temperatur und Expressionsdauer
beobachtet. Bei Temperaturen u¨ber 30◦C wurde, unabha¨ngig von der Expressionsdauer,
ein steigender Anteil an Protein in Form von unlo¨slichen inclusion bodies beobachtet.
Im Bereich von 16 bis 30◦C war dieser Anteil vergleichsweise gering. Die exprimierte
Proteinmenge nahm im Bereich von 16 bis 30◦C zu und erreichte bei 30◦C und ei-
ner Expressionsdauer von 5 h ein Optimum. Eine weitere Steigerung der exprimierten
Proteinmenge wurde durch Austausch des Minimalmediums kurz vor dem Induktions-
zeitpunkt erreicht. Hierzu wurden die in unmarkiertem Minimalmedium bei 37◦C bis
zu einer OD600 ≈ 0, 5 gewachsenen Zellen bei 4◦C sedimentiert. Anschließend in fri-
schem Minimalmedium mit 1 g/l 13C-Glucose resuspendiert. Der Wechsel des Mediums
hatte keinen negativen Einfluss auf das Zellwachstum (Abb. 3.1). Die Expression wur-
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de nach Resuspension und einer 30-minu¨tigen Erholungsphase bei 30◦C mit 0,3 mM
IPTG induziert. Nach einer Induktionsdauer von 5 h wurden die Zellen geerntet. Die
exprimierten Proteine wurden durch Affinita¨ts- und Flu¨ssigkeitschromatographie gerei-
nigt. Nach dieser Optimierung lag die Proteinausbeute im Bereich der Ausbeute des
IMPACT-Verfahrens (16◦C, 10 g/l Glucose). Auch im Hinblick auf Durchfu¨hrbarkeit
und Probenqualita¨t wurden vergleichbar gute Ergebnisse erzielt. Durch Reduktion der
erforderlichen Glucosemenge von 10 g auf 1 g pro l Expressionsmedium konnten die an-
fallenden Kosten fu¨r 13C-isotopenmarkierte Proteinproben um den Faktor 10 verringert
werden.
3.3.2 Reinigung von CheY2
Rekombinantes CheY2 wurde in zwei Schritten gereinigt. Nach Zellaufschluß mit-
tels French-Press wurde das lo¨slich exprimierte Protein im ersten Schritt durch Af-
finita¨tschromatographie u¨ber Chitin-Agarose von den cytosolischen Bestandteilen ge-
trennt. Die Proteinprobe wurde nach Dialyse und Konzentrierung im zweiten Schritt
flu¨ssigkeitschromatographisch gereinigt. Die hohe Reinheit des resultierenden Proteins
zeigte sich in den NMR-Spektren. Bei der Reinigung und Lagerung der Proteinproben
mußten folgende Punkte beachtet werden:
 Dialyse und Ultrafiltration nach Chitin-Agarose Chromatographie war nur in Hoch-
salzpuffer (0,5 M NaCl) mo¨glich, da sonst Proteinaggregationsprodukte gebildet
wurden.
 Zur Ultrafiltration mußten Membranen aus regenerierter Zellulose verwendet wer-
den, da CheY2 an anderen Membranen, z.B. Polyethylen adha¨sierte.
 Nach dem zweiten Reinigungsschritt, der Gelfiltration an Superdex 75/200 konnte
CheY2 auch in Niedrigsalzpuffer gelagert werden.
 CheY2 war labil gegen wiederholtes Einfrieren und Auftauen und pra¨zipitierte
unter diesen Bedingungen.
 Proben mit 1 mM CheY2 bzw. CheY2-BeF3 waren etwa zwei bzw. sechs Monate
stabil.
3.4 Strukturbestimmung
3.4.1 Das Phosphat-Analogon CheY2-BeF3
Neben der inaktiven Form von CheY2 war auch die durch Phosphorylierung aktivierte
Form des Responsregulators strukturell zu untersuchen. Fu¨r NMR-Messungen wurde
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der Phosphodonor Acetylphosphat (AcP) zur Phosphorylierung von CheY2 verwen-
det (2.4). In den gemessenen HSQC-Spektren waren neben den Signalen der inak-
tiven Konformation von CheY2 weitere Signale vorhanden, die der phosphorylierten
Form zuzuordnen sind. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der phosphorylierten Form
(T1/2=10,5 s [99], 20,9 s, diese Arbeit) waren diese zusa¨tzlichen Signale 1 h nach Zusatz
von AcP (100 mM in 1 mM CheY2) verschwunden. Ein hoher Phosphorylierungsgrad
von CheY2 konnte auf diese Weise nicht fu¨r die gesamte Messdauer u¨blicher NMR-
Experimente gewa¨hrleistet werden.
Der Quotient der Signalvolumina der beiden Konformationen ergab ein mittleres Popu-
lationsverha¨ltnis von [CheY2] : [CheY2-P] = 3 : 1. Die im HSQC-Spektrum von CheY2
zugeordneten Signale (Abb. 3.3 (A)) konnten bis auf Ala 89 im Spektrum von CheY2
in Gegenwart von AcP identifiziert werden (d. h. 99,1%). Die Unterschiede in den 1H
bzw. 15N chemischen Verschiebungen lagen im Mittel bei 0,016 ppm bzw. 0,101 ppm.
Daru¨ber hinaus konnten im HSQC-Spektrum von CheY2 mit AcP außer Asn 60, Leu 87
und Thr 88 insgesamt 97,5% der Signale von CheY2-BeF3 , die durch BeF
−
3 modifizier-
te Form von CheY2, identifiziert werden. Die mittleren Abweichungen der chemischen
Verschiebungen lagen bei 0,015 ppm (1H) bzw. 0,091 ppm (15N).
Da das HSQC-Spektrum von CheY2 in Anwesenheit von AcP eine U¨berlagerung der
CheY2 und CheY2-BeF3 Spektren darstellt, entspricht die Konformation des Prote-
inru¨ckgrats von CheY2-P dem von CheY2-BeF3 . Fu¨r die Aminosa¨uren Leu 26, Gly
66 und Asn 105, die in α-Helix, Schleife und β-Strang liegen, ist dies exemplarisch in
Abb. 3.2 dargestellt. Da zudem die im HSQC-Spektrum sichtbaren Signale der Seiten-
kettenamide von Asn und Gln bei CheY2-P und CheY2-BeF3 an identischen Positionen
auftreten sind die Strukturen beider Proteinformen nahezu identisch. Kleinere Unter-
schiede in der Orientierung von Seitenketten und in der Beschaffenheit der Oberfla¨che
(z.B. Ladungszustand der Phosphat- vs. Berylliumfluoridgruppe) ko¨nnen jedoch nicht
ausgeschlossen werden.
Aufgrund des schnellen Umsatzes von AcP in der Probe wa¨ren fu¨r la¨ngere Messungen
sehr hohe AcP-Konzentrationen no¨tig. Dies ha¨tte eine Erniedrigung des pH-Wertes
durch die entstehende Essig- und Phosphorsa¨ure zur Folge. Daher wurde zur Unter-
suchung der aktiven Konformation von CheY2 das u¨ber mehrere Monate stabile (2.5)
CheY2-Phosphatanalogon CheY2-BeF3 verwendet.
3.4.2 Sequentielle Zuordnung von CheY2 und CheY2-BeF3
Haupt- und Seitenkettenzuordnung
Die Zuordnung der Hauptkette wurde nach der Tripelresonanzmethode durchgefu¨hrt
(2.8.2). Fu¨r die Zuordnung der Seitenketten wurden HCCH-TOCSY- und NOESY-
Spektren verwendet 2.8.3. Im Verlauf der Auswertung der NOESY-Spektren (2.11)
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Abb. 3.2: Ausschnitte aus den HSQC Spektren von CheY2 (blau),
CheY2 + AcP (gru¨n) und CheY2-BeF3 (rot). Als Beispiele sind die
Signale der Reste Leu 26 (1, A-C), Gly 66 (2, A-C) und Asn 105
(3, A-C) gezeigt. Die Signalverschiebungen sind in den Ausschnit-
ten 1B, 2B und 3B durch Pfeile verdeutlicht. Zur Orientierung
(Abb. 3.3) sind die ppm-Werte benachbart liegender Gitterlinien
angegeben.
konnten die bestehenden Zuordnungen teilweise erga¨nzt werden. Fu¨r beide Protein-
formen, CheY2 und CheY2-BeF3 , wurden die gleichen NMR-Experimente verwendet
und ausgewertet. Da eine eindeutige Zuordnung der CheY2-BeF3 HSQC-Spektren an-
hand der Zuordnung von CheY2 nicht mo¨glich war, wurde CheY2-BeF3 neu zugeordnet.
Durch dieses systematische Vorgehen wurde zudem eine Beeinflussung der CheY2-BeF3
-Struktur durch vorhandene CheY2 Daten vermieden, so daß kleinere, strukturelle Un-
terschiede zwischen beiden Konformationen nicht durch Zuordnungsfehler verdeckt wur-
den. Tab. 3.1 zeigt eine Gegenu¨berstellung der Zuordnung beider Proteine. Einzelheiten
werden im Folgenden na¨her beschrieben.
CheY2 Fu¨r die N-terminalen, lo¨sungsmittelexponierten Aminosa¨uren Met1, Ser2 und
Leu3 war die Zuordnung der Resonanzlinien mit Tripelresonanzexperimenten nicht mo¨g-
lich, jedoch konnten α- und β-Protonen u¨ber sequentielle NOE-Kontakte identifiziert
werden. Die Reste Ala4 bis Pro51 konnten nahezu eindeutig zugeordnet werden. Aus-
nahmen bilden Val16 und Arg19, deren Zuordnungen nur u¨ber NOE-Kontakte mo¨glich
waren. Die Aminosa¨uren-Tripletts (Gln28, Leu29, Gly30) und (Ala101, Leu102, Gly103)
konnten nur mit Hilfe von NOE-Kontakte eindeutig eingeordnet werden. Weitere schwer
zuga¨ngliche Aminosa¨uren liegen im aktiven Bereich von CheY2 und umfassen Asp58,
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Tabelle 3.1: Resonanzlinienzuordnung (Spalte 1 - 3) und Anzahl
der identifizierten HSQC-Signale der Hauptketten-Aminogruppen
(Spalte 4 - 5).
Atom CheY2 CheY2- HSQC - CheY2 CheY2-
BeF3 Signale BeF3
Hauptkette Ala 21/21 21/21
HN 96,8% 97,6% Arg 3/3 2/3
N 93,8% 97,6% Asn 5/5 5/5
CA 96,1% 100,0% Asp 6/7 7/7
HA 98,6% 97,8% Gln 9/9 9/9
CO 90,7% 94,6% Glu 4/4 4/4
aliphatische Seitenketten Gly 10/10 10/10
HN 55,2% 57,1% His 2/2 2/2
N 31,0% 48,2% Ile 9/9 8/9
H 79,6% 90,3% Leu 16/16 16/16
C 73,4% 94,0% Lys 12/12 12/12
CO 75,8% 100% Met 5/6 5/6
aromatische Seitenketten Phe 4/5 5/5
H 91,5% 89,4% Pro 0/4 0/4
C 14,3% 14,7% Ser 2/3 3/3
Total Thr 5/5 5/5
H 80,6% 90,0% Val 8/8 8/8
C 77,8% 90,9%
N 90,9% 88,3%
Phe59, Asn60, Met61, (Pro62) und Lys98. Die jeweiligen Signale in den Tripelresonanz-
Experimenten waren schwach, verbreitert oder teilweise nicht vorhanden. Die Zuord-
nungen dieser Reste wurde gro¨ßtenteils aus NOESY-Daten gewonnen. Die sequentielle
Zuordnung der durch die fu¨nf Proline beschra¨nkten Bereiche (Met1 - Asn50, His52 -
Met61, Lys63 - Asn76, Ala78 - Lys110, Phe112 - Lys129) war mit Ausnahme obiger Re-
ste ohne große Probleme mo¨glich. Die Seitenketten von Alaninen und Glycinen konnten
vollsta¨ndig zugeordnet werden. Asp, Glu und Thr waren ebenfalls gut zuga¨nglich, je-
doch wurden keine Hydroxylprotonen beobachtet. Aufgrund entarteter bzw. fehlender
Signale der Methylgruppen von Ile, Leu und Val war eine vollsta¨ndige Zuordnung nicht
mo¨glich. CH3-Gruppen der Methionin-, NH3-Gruppen der Lysin- und HN- bzw. NH2-
Gruppen der Argininseitenketten konnten nicht identifiziert werden. Die Signale der
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relativ langen, aliphatischen Seitenketten von Arg und Lys waren generell sehr schwach.
Die chemischen Verschiebungen der Ringprotonen der aromatischen Reste His und Phe
konnten dagegen nahezu vollsta¨ndig ermittelt werden. Alle Amid- und Carbonylgrup-
pen von Asn- und Gln-Seitenketten konnten zugeordnet werden. Außer den Cδ und Cγ
Atomen von Pro62 wurden alle chemischen Verschiebungen der Prolinreste bestimmt.
Bei den Aminosa¨ureresten Ile7, Lys8, Gln33, Ile34, Leu108, Phe125 und Gly126 waren
in den HSQC-Spektren zwei Konformationen zu sehen. Die Zuordnungsliste von CheY2
ist in Anhang A zu finden. Abb. 3.3 (A) zeigt ein beschriftetes HSQC-Spektrum von
CheY2.
CheY2-BeF3 Bei CheY2-BeF3 konnten fu¨r die N-terminalen Aminosa¨uren Met1 und
Ser2 die chemischen Verschiebungen der Protonen nicht identifiziert werden. Die sequen-
tielle und partielle Zuordnung der Reste 3-85 war ohne gro¨ßere Probleme mo¨glich. Val16
wurde u¨ber NOE-Kontakte identifiziert. Fu¨r Arg19 konnten keine Tripelresonanzsignale
beobachtet werden. Die Zuordnungen hierfu¨r stammen ebenfalls aus NOESY-Spektren.
Die im aktiven Bereich liegenden Aminosa¨urereste Asp58 bis einschließlich Met61 zeig-
ten schwache und eindeutige Signale. Aufgrund geringer Intensita¨t, Signalu¨berlap-
pung und entarteten chemischen Verschiebungen war eine Einordnung der Reste Ile86,
Leu87, Thr88, Arg93, Leu95 und Ile114 nur durch Kombination von Tripelresonanz-
und NOESY-Spektren mo¨glich. Fu¨r die Zuordnung der aromatischen und aliphatischen
Seitenketten gilt analoges wie fu¨r CheY2. Mit Ausnahme der Protonen Hδ2 und Hδ2
von Pro111 konnten alle chemischen Verschiebungen der Proline identifiziert werden.
Bei Ile7, Lys8, Gln33, Ile34, Gly91, Val107, Thr113, Lys116 und Phe125 wurden jeweils
zwei Konformationen beobachtet. In Anhang B ist die Liste der zugeordneten chemi-
schen Verschiebungen von CheY2-BeF3 gegeben. Abb. 3.3 (B) zeigt das zugeordnete
HSQC-Spektrum von CheY2-BeF3 .
3.4.3 Sekunda¨rstrukturvorhersage
Auf Basis charakteristischer chemischer Verschiebungswerte der Hauptkettenatome kann
nach der sequentiellen Zuordnung eine Sekunda¨rstrukturvorhersage durchgefu¨hrt wer-
den (2.9). Dies wurde fu¨r beide Proteine anhand der Hα-, Cα-, Cβ- und C -chemischen
Verschiebungen unter Beru¨cksichtigung der Prolinkorrektur [142] mit dem Programm
CSI [25] durchgefu¨hrt. In Abb. 3.4 sind die zugeho¨rigen CSI-Plots fu¨r CheY2 und
CheY2-BeF3 dargestellt.
Deutliche La¨ngenunterschiede von zwei bzw. drei Resten sind bei β3 und α5 zu beob-
achten. Beide Proteine zeigen die fu¨r Responsregulatoren typische (β/α)5 Verteilung
der Sekunda¨rstrukturelemente. Die CSI-Analyse spricht einerseits fu¨r die Qualita¨t der
Zuordnungen und andererseits fu¨r eine stabile Faltung der Proteine in Lo¨sung.
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Abb. 3.3: Zugeordnete HSQC-Spektren von (A) CheY2 und (B) CheY2-
BeF3 . Die Beschriftung der Signale gibt den Aminosa¨urerest im Einbuch-
stabencode und die Position in der Prima¨rsequenz wieder. Horizontale
Linien verbinden die Seitenketten NH2-Gruppen von Asn und Gln.
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Abb. 3.4: CSI-Plot fu¨r (A) CheY2 und (B) CheY2-BeF3 . Der
Konsens zwischen chemischer Verschiebung von Hα-, Cα-, Cβ- und C-
Atomen und Sekunda¨rsturkturelement ist gegen die Sequenz aufgetra-
gen. Aufeinanderfolgende, nach oben zeigende Balken weisen auf eine β-
Faltblattkonformation hin, nach unten gerichtete auf α-helikale Bereiche.
Fu¨r dazwischenliegende Bereiche ist eine unstrukturierte, schleifenfo¨rmi-
ge Konformation anzunehmen. Prolinreste sind durch kleine rote Balken
markiert.
3.4.4 Dihedrale Winkel
Die in den chemischen Verschiebungen enthaltene Strukturinformation kann dazu be-
nutzt werden, dihedrale Φ- und Ψ- Winkelbeschra¨nkungen der Proteinhauptkette zu
ermitteln. Mit dem Programm Talos (2.9, 2.13) konnten bei CheY2 fu¨r 76, bei CheY2-
BeF3 fu¨r 72 Aminosa¨uren gut definierte Vorhersagen getroffen werden. Davon wur-
den nur diejenigen in den Strukturrechnungen beru¨cksichtigt, die in gut definierten
Sekunda¨rstrukturelementen lagen. Fu¨r CheY2 waren dies 52, fu¨r CheY2-BeF3 58 Ein-
schra¨nkungen fu¨r dihedrale Φ- und Ψ-Winkel. Diese wurden bei der Strukturbestim-
mung beru¨cksichtigt und trugen wesentlich zur Festigung der Sekunda¨rstrukturelemente
bei.
3.4.5 Wasserstoffbru¨cken
Wasserstoffbru¨cken sind durch ihren struktur-stabilisierenden Effekt fu¨r die Struktur-
rechnung sehr hilfreich. Bei CheY2 war eine direkte Bestimmung u¨ber HNCO-Expe-
rimente nicht mo¨glich. Zur Identifizierung der Wasserstoffbru¨cken wurden die Aus-
tauschraten der HN -Protonen mit Deuteronen untersucht. Hierzu ist es erforderlich,
das Protein zu lyophylisieren. Da CheY2 nach Gefriertrocknung sehr instabil war (3.3.2)
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konnten aus den Meßdaten in Kombination mit NOE-Kontakten nur fu¨nf Wasserstoff-
bru¨cken zwischen bzw. innerhalb von Sekunda¨rstrukturelementen ermittelt werden, bei
CheY2-BeF3 insgesamt sieben. Diese wurden bei der Strukturbestimmung beru¨cksich-
tigt, zeigten jedoch nur wenig Effekte.
3.4.6 NOESY-Spektren
Der gro¨ßte Teil der bei der Strukturbestimmung verwendeten Einschra¨nkungen bestand
aus Abstandsinformationen aus NOE-Daten. Tabelle 3.2 gibt einen U¨berblick u¨ber die
Zuordnung der NOESY-Spektren und den daraus gewonnenen Abstandsbeschra¨nkun-
gen. Gleiche Zuordnungen verschiedener Spektren wurden mit der in DYANA enthal-
Tabelle 3.2: Anzahl der zugeordneten NOE-Signale fu¨r CheY2
und CheY2-BeF3 (Spalte 2 - 4) und Gesamtzahl der NOE-Kontakte
(Spalte 5).
Anzahl zugeordneter Signale in den NOESY-Spektren eindeutige
Spektren-Typ 2D 1H 3D 15N 3D 13C Signale
CheY2 950 543 588 1598
CheY2-BeF3 926 522 629 1595
tenen Routine distance unique aus der Liste aller Abstandsbeschra¨nkungen entfernt.
Diese Routine wa¨hlt jeweils die Mo¨glichkeit mit dem kleinsten Abstand. Hierdurch wer-
den die durch Relaxationseffekte verursachten Fehler in den ermittelten Absta¨nden, die
im Allgemeinen zu groß sind, teilweise umgangen. Jedoch ko¨nnen Absta¨nde aufgrund
von Spindiffusion als zu klein bestimmt werden. Diese ko¨nnen im Verlauf der Struk-
turbestimmung durch Analyse der Ausgabedateien des Strukturrechnungsprogramms
identifiziert werden.
Fu¨r erste Strukturrechnungen bei CheY2 und CheY2-BeF3 wurde zur Eichung der 2D-
NOESY Spektren das auf 0,18 nm kalibrierte Signalvolumen von Hβ2 Pro77/Hβ2 Pro77
verwendet. Bei Methylen- (CH2-) Gruppen ko¨nnen Fehler in der Distanzeichung durch
z.B. skalare und starke Kopplung oder Beweglichkeit nicht ausgeschlossen werden. Des-
halb wurde im weiteren Verlauf der Strukturbestimmung diese Eichung durch Vergleich
der ermittelten Absta¨nde mit typischen Werten fu¨r sequentielle und intraresiduale Kon-
takte verfeinert. Hierbei wurden Kontakte aus den Sekunda¨rstrukturelementen α2, α5
und β2 bis β4 verwendet. Die Distanzeichung der Signalvolumina der 3D-Spektren erfolg-
te durch Vergleich sich entsprechender 2D- und 3D-Signalvolumina. Der Großteil der
Abstandsinformationen wurde aus 2D-NOESY-Spektren gewonnen. In den spektralen
Bereichen der aliphatischen Seitenketten mit erheblichen Signalu¨berlagerungen wurden
nur eindeutige Signale zugeordnet. In den 3D-15N -NOESY-HSQC Spektren konnten
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nahezu alle Signale zugeordnet werden, wa¨hrend in den 3D-13C-NOESY-HSQC Spek-
tren aufgrund von Signalu¨berlagerungen im Bereich der aliphatischen Seitenketten viele
Signale nicht eindeutig zugeordnet werden konnten und deshalb in den Strukturrech-
nungen nicht beru¨cksichtigt wurden.
3.4.7 Tertia¨rstrukturen von CheY2 und CheY2-BeF3
Ziel dieser Arbeit war es, anhand der Tertiarstrukturen von CheY2 in der inaktiven
und aktiven Form die Funktionsweise des Responsregulators besser zu verstehen. Die
3D-Strukturen von CheY2 und CheY2-BeF3 wurden unter Verwendung des Programms
DYANA mit den experimentell bestimmten Beschra¨nkungen ermittelt (2.13). Die bei
der Strukturrechnung verwendeten experimentellen Daten setzen sich fu¨r CheY2 aus
1598 Abstandsbeschra¨nkungen, 52 dihedralen Winkeln und fu¨nf Wasserstoffbru¨cken zu-
sammen was einer Gesamtzahl von 1655 Einschra¨nkungen bzw. 12,8 pro Aminosa¨urerest
entspricht. Bei CheY2-BeF3 wurden 1595 Absta¨nde, 58 dihedrale Winkel und sieben
Wasserstoffbru¨cken beru¨cksichtigt, mit einer Gesamtzahl von 1660 bzw. etwa 12,9 Be-
schra¨nkungen je Aminosa¨urerest. Die Gesamtzahl sowie die Menge der mittel- und
langreichweitigen Abstandsinformationen trugen entscheidend zur Definition der glo-
balen Faltung bei. Die sequenzspezifischen Darstellungen der fu¨r die Strukturbestim-
mung von CheY2 und CheY2-BeF3 beru¨cksichtigten kurz- mittel- und langreichweitigen
NOE-Kontakte sind in Abb. 3.5 (A) und (C) angegeben. Es zeigte sich eine a¨hnliche
Verteilung der identifizierten NOE-Kontakte u¨ber die Sequenz, wobei die Zahl der lang-
reichweitigen Kontakte von α4 deutlich erho¨ht ist.
3D-Struktur von CheY2
Das Ba¨ndermodell von CheY2 gibt Aufschluß u¨ber die Faltung der Hauptkette und die
Topologie der Sekunda¨rstrukturelemente. In Abb. 3.6 (A) ist die CheY2-Struktur mit
kleinstem DYANA TF-Wert dargestellt. Die fu¨nf β-Stra¨nge (β1 bis β5) bilden das zen-
trale, parallele, 5-stra¨ngige β-Faltblatt. Die fu¨nf α-Helices (α1, α5) und (α2, α3, α4)
liegen auf gegenu¨berliegenden Seiten der Faltblattebene. Diese Anordnung beschreibt
die fu¨r Responsregulator-Proteine typische (α/β)5 Topologie in einer offenen (α/β)-
Konformation.
Anzahl und Qualita¨t der experimentell bestimmten Einschra¨nkungen definieren den
Konformationsraum nahe am Energieminimum. Dieser ist bei der NMR-Strukturbe-
stimmung durch ein Bu¨ndel von Strukturen, die mit den experimentellen Daten konform
sind, repra¨sentiert. In Abbildung 3.6 (B) ist die U¨berlagerung der Hauptketten von 16
CheY2-Strukturen mit minimalem DYANA TF-Wert gegeben. Die geringe Variation
der relativen Atomlagen zeigt, daß die Konformation durch die experimentellen Daten
gut definiert ist. Die N- und C-terminalen Enden und α5 sind aufgrund fehlender Ein-
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Abb. 3.5: (A), (C): Sequenzspezifische Darstellung der bei der Struk-
turbestimmung von CheY2 und CheY2-BeF3 beru¨cksichtigten : kurz-;
: mittel-; : langweitreichenden NOE-Kontakte. (B), (D): Sequenz-
abha¨ngige RMSD-Werte der CheY2- und CheY2-BeF3 -Strukturbu¨ndel
aus jeweils 16 Strukturen mit kleinsten DYANA TF-Werten. Die Se-
kunda¨rstrukturen sind als Orientierungshilfe angegeben.
schra¨nkungen weniger gut definiert. Eine quantitative Beschreibung dieses Sachverhalts
ist durch Analyse der RMSD-Werte des Strukturbu¨ndels mo¨glich. Diese wurden mit
dem Programm MOLMOL fu¨r die Hauptkettenatome und fu¨r alle schweren Atome (N,
C, O, S) einschließlich der Seitenketten berechnet. Die Mittelwerte der globalen RMSD
Werte betragen fu¨r den gefalteten Proteinbereich (Aminosa¨ure 6 bis 124) 0,042 nm bzw.
0,098 nm (3.4.8, Tab. 3.3). Die sequenzspezifische Verteilung der globalen RMSD-Werte
ist in Abb. 3.5 (B) gegeben. Erho¨hte Variabilita¨t der Atompositionen ist am N- und
C-Terminus und in β4 und α5 zu beobachten. Dies korreliert mit einer geringeren Anzahl
an NOE-Kontakten, insbesondere sind β4 und α5 durch relativ wenige langreichweitige
Kontakte fixiert (Abb. 3.5 (A)).
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Abb. 3.6: (A) Ba¨ndermodell von CheY2 bestehend aus den β-Stra¨ngen
β1-β5 (blau), α-Helices α1-α5 (gelb-rot) und Schleifenregionen (grau) in
der (α/β)5 Topologie. (B) Bu¨ndel der 16 Strukturen mit kleinsten DYA-
NA TF-Werten. Die Orientierung des Bu¨ndels entspricht Abbildung (A)
Bei der Strukturrechnung ist die Gesamtenergie der Endstruktur abha¨ngig vom verwen-
deten Kraftfeld und ist daher ein relatives Qualita¨tsmaß. Eine mehr objektive Bewer-
tung erfordert die Beru¨cksichtigung zusa¨tzlicher molekularer Gro¨ßen und Geometrien,
wie z. B. der Bindungswinkel. Diese ko¨nnen mit dem Programm PROCHECK analy-
siert werden. Im Ramachandran-Diagramm (Abb. 3.7) ist die Verteilung der Φ- und
Ψ-Winkel fu¨r die CheY2 Struktur mit kleinstem DYANA TF-Wert gegeben. Der Groß-
teil der Winkelpaare (84,1%, offene Rechtecke) liegt in bevorzugten Bereichen. Einige
Reste liegen in zusa¨tzlich erlaubten (14,2%, rot ausgefu¨llte Rechtecke) und mo¨glichen
(1,8% beschriftete, rote Rechtecke) Gebieten. Mit Ausnahme von Glycinresten (rote
Dreiecke), fu¨r die aufgrund der fehlenden Seitenkette Φ- und Ψ-Winkelbereiche erlaubt
sind, liegen keine Reste im nicht erlaubten Gebiet. Die Aminosa¨urereste Pro51, Pro62,
Pro77, Pro111 bilden eine Ausnahme, weil die Aminogruppe im Pentacyclus fixiert ist
und daher die freie Drehbarkeit um Bindungen zum Cα-Atom (Φ-Winkel) derart einge-
schra¨nkt ist, daß Prolinreste auch als
”
Helixbrecher“ gelten.
Die Beurteilung, ob eine berechnete Struktur die experimentellen Daten erkla¨rt, ist an-
hand der NMR R-Faktoren mo¨glich. Diese wurden mit AUREMOL berechnet und liegen
fu¨r CheY2 zwischen 0,08 und 0,18 (Tab. 3.3).
Insgesamt zeigen die zur Qualita¨tsbeurteilung herangezogenen Gro¨ßen, daß die Konfor-
mation von CheY2 erstens gut definiert ist und zweitens die experimentellen Daten gut
erkla¨rt.
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Abb. 3.7: Verteilung der Φ- und Ψ-Winkel bei CheY2. A, B (rot): Ge-
biet fu¨r bevorzugte Winkel von α-Helices und β-Stra¨ngen; L: linksga¨ngi-
ge Helices; a, b, l (gelb): zusa¨tzlich erlaubte Gebiete; a˜, b˜, l˜ (hellgelb):
zusa¨tzlich mo¨gliche Bereiche; weiß: sterisch sehr ungu¨nstige Winkelpaa-
re (außer Gly und Pro); 2: Winkelpaare einzelner Aminosa¨urereste mit
Ausnahme von Glcin- (4) und Prolinresten.
3D-Struktur von CheY2-BeF3
Abb. 3.8 (A) zeigt das Ba¨ndermodell von CheY2-BeF3 (vgl. 3.4.7). Faltung und To-
pologie sind analog zu CheY2. Unterschiede sind in der Verteilung und ra¨umlichen
Anordnung der Sekunda¨rstrukturelemente zu beobachten. Die U¨berlagerung der 16
Strukturen von CheY2-BeF3 mit kleinsten DYANA-TF- Werten ist in Abb. 3.8 (B)
gezeigt. Das Strukturbu¨ndel ist durch die experimentellen Daten gut definiert. Die
mittleren globalen RMSD-Werte (3.4.8, Tab. 3.3) der Hauptkettenatome und schweren
Atome betragen 0,027 nm bzw. 0,083 nm. N- und C-Terminus weisen aufgrund fehlen-
der experimenteller Daten (Abb. 3.5 (C)) erho¨hte Variabilita¨t auf. Dies zeigt sich auch
in der sequenzspezifischen Auftragung der globalen RMSD-Werte (Abb. 3.5 (D)), die
fu¨r N- und C-Terminus deutlich erho¨ht sind.
Das mit PROCHECK erstellte Ramachandran-Diagramm der CheY2-BeF Struktur mit
kleinstem Wert der DYANA-TF ist in Abb. 3.9 zu sehen. Fu¨r eine Beschreibung des
Graphen sei auf Abschnitt 3.4.7 verwiesen. 80,5% der Reste, ausgenommen Glycin- und
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Abb. 3.8: (A): Ba¨ndermodell von CheY2-BeF3 . blau: β-Stra¨nge; rot-
gelb: α-Helices; grau: Schleifenregionen. Die Nummerierung erfolgt vom
N- (N) zum C-Terminus (C). (B): CheY2-BeF3 Strukturbu¨ndel der 16
Konformationen mit kleinsten DYANA TF-Werten.
Abb. 3.9: Verteilung der dihedralen Winkel Φ und Ψ bei CheY2-BeF3
im Ramachandran-Plot. Beschreibung im Text, Symbole wie in Abb.
3.7.
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Prolinreste, liegen innerhalb des bevorzugten Winkelbereichs. In zusa¨tzlich erlaubten
Regionen liegen 19,5%. Ungu¨nstige Winkelkombinationen wurden nicht beobachtet.
Die NMR R-Faktoren fu¨r CheY2-BeF3 liegen zwischen 0,07 und 0,18 (Tab. 3.3), d.h. die
experimentellen Daten sind durch die Struktur gut erkla¨rt.
Insgesamt zeigt sich, daß die Struktur von CheY2-BeF3 ist gut definiert und erkla¨rt
die experimentellen Daten. Dies geht deutlich aus den zur Bewertung herangezogenen
Gro¨ßen hervor.
3.4.8 Strukturvergleich von CheY2 mit CheY2-BeF3
In Tab. 3.3 sind die in den Abschnitten 3.4.4 bis 3.4.7 beschriebenen Strukturdaten fu¨r
CheY2 und CheY2-BeF3 zusammengefaßt und einander gegenu¨bergestellt. Diese um-
fassen die aus den experimentellen Daten gewonnenen konformationellen Einschra¨nkun-
gen (NOE-Daten, dihedrale Winkel, Wasserstoffbru¨cken) sowie die zur Bewertung her-
angezogenen Gro¨ßen (DYANA-TF, NOE-Verletzungen, RMSD-Werte, Ramachandran
Winkel, NMR-R-Faktoren). Die mit insgesamt 1655 bzw. 1660 experimentellen
Eischra¨nkungen bestimmten 3D Strukturen von CheY2 und CheY2-BeF3 besitzen etwa
gleiche Qualita¨t, was aus den in Tab. 3.3 gegebenen Daten ersichtlich ist. Die NOE-
Daten waren bei der Strukturbestimmung fu¨r die Definition der globalen Faltung und
der Sekunda¨rstrukturelemente entscheidend. Durch die Verwendung der aus den chemi-
schen Verschiebungen abgeleiteten Einschra¨nkungen fu¨r dihedrale Winkel konnten die
Sekunda¨rstrukturelemente in weitgehender U¨bereinstimmung mit CSI-Analysen gefe-
stigt werden. Aufgrund der Gro¨ße und der Eigenschaften von CheY2 war die Zahl der
bestimmten Wasserstoffbru¨cken im Vergleich zu den NOE-Daten relativ gering, weshalb
die Verwendung der Wasserstoffbru¨cken in den Strukturrechnungen zu keiner merklichen
Verbesserung der Strukturdaten fu¨hrte. Beide Strukturen besitzen die fu¨r Responsre-
gulatoren typische offene α/β-Konformation [159] mit der in Abb. 3.10 skizzierten
Topologie.
Abb. 3.10: Anordnung der Se-
kunda¨rstrukturelemente in der fu¨r
Responseregulatoren typischen offenen
α/β Konformation.
Bei detaillierter Analyse der Strukturen von CheY2 und CheY2-BeF3 ko¨nnen Unter-
schiede in der lokalen Struktur und in der Verteilung bzw. ra¨umlichen Anordnung der
Sekunda¨rstrukturelemente festgestellt werden. Bei CheY2-BeF3 ist eine Verla¨ngerung
der Sekunda¨rstrukturelemente um zwei bis drei Reste zu beobachten. Dies ist in Abb.
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Tabelle 3.3: Zusammenfassung und Gegenu¨berstellung der Strukturdaten
von CheY2 und CheY2-BeF3 .
Parameter CheY2 CheY2-BeF3
NOE’s
intraresidual 796 815
sequentiell (|i− j| = 1) 437 406
mittelreichweitig (|i− j| ≤ 5) 179 155
langreichweitig (|i− j| > 5) 186 219
Total 1598 1595
Dihedrale Winkel
Φ,Ψ 52 58
Wasserstoffbru¨cken 5 7
Insgesamt: 1655 1660
pro Rest: 12,9 12,8
Strukturrechnung a
Minimaler TF-Wert 2,80 1,92
Maximaler TF-Wert 3,00 1,96
Durchschnitt 2,93(±0,4) 1,95 (±0,2)
NOE-Verletzungen (> 0, 02 nm) 3 (±1) 5 (±2)
NOE-Verletzungen (> 0, 03 nm) 0 0
Winkelverletzungen (> 5◦) 0 0
RMSD b (nm)
Hauptkettenatome 0,042 (±0,015) 0,027 (±0,007)
Alle schweren Atome (N, C, O, S) 0,098 (±0,016) 0,083 (±0,013)
Ramachandran-Winkel c (%)
Bevorzugt 84,1 (±0,70) 80,5 (±0,63)
Zusa¨tzlich erlaubt 14,2 (±0,82) 19,5 (±0,63)
Zus. mo¨glich 1,8 (±0,29) 0,0 (±0,0)
Verboten 0,0 (±0,0) 0,0 (±0,0)
R-Faktoren d
intraresidual 0,08 0,12
sequentiell 0,18 0,08
mittelreichweitig 0,10 0,07
langreichweitig 0,11 0,18
interresidual 0,17 0,16
a Bu¨ndel von 16 aus 250 Strukturen.
b RMSD-Werte zur mittleren Struktur (Aminosa¨uren 6 - 124).
c Ramachandran-Statistik gema¨ß PROCHECK.
d R-Faktoren fu¨r die angegebenen Signalgruppen gema¨ß AUREMOL
.
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3.11 (B), die die sequentielle Verteilung der Sekunda¨rstrukturelemente wiedergibt, zu
erkennen. Diese Tendenz wurde bereits im Rahmen der Zuordnung durch entsprechende
NOE-Kontakte beobachtet. Dieses kann erstens durch eine mit der Bindung von BeF3
Abb. 3.11: (A) RMSD-Werte von CheY2 und CheY2-BeF3 zur mitt-
leren Struktur fu¨r die Hauptkettenatome N, Cα und C’ in Abha¨ngigkeit
von der Sequenzposition. (B) Sekunda¨rstruktur von CheY2 und CheY2-
BeF3 . (C) Sequenzspezifische, gewichtete chemische Verschiebungsun-
terschiede der 1H-, 15N- und 13C-Atome der Hauptkette.
einhergehenden Stabilisierung der Struktur verursacht sein, wofu¨r auch die erho¨hte Sta-
bilita¨t der NMR-Proben von CheY2-BeF3 spricht (3.3.2), zweitens durch die gro¨ßere
Zahl der kurz- und langreichweitigen NOE-Kontakte bei CheY2-BeF3 bedingt sein (Tab.
3.3). Bei CheY2-BeF3 neigen die Reste 5- 7 und 80- 83 zur Ausbildung helikaler Struk-
turen, obwohl diese Reste in unstrukturierten Bereichen des Proteins liegen (Abb. 3.11
(B)). Diese Tendenz konnte durch CSI-Analysen der 13Cα chemischen Verschiebungen
besta¨tigt werden.
Die RMSD-Werte der schweren Hauptkettenatome N, Cα und C der u¨berlagerten CheY2-
und CheY2-BeF3 -Strukturen mit kleinsten DYANA TF-Werten charakterisieren ra¨um-
liche Verschiebungen der Sekunda¨rstrukturelemente. Die Auftragung der RMSD-Werte
gegen die Sequenz ist in Abbildung 3.11 (A) dargestellt. Fu¨r ein Signifikanzniveau von
0,28 nm (der doppelten Standardabweichung aller RMSD-Werte), ko¨nnen mit Ausnah-
me von N- und C-Terminus drei weitere zusammenha¨ngende Sequenzbereiche lokalisiert
werden. Die N- und C-terminalen Enden in beiden Strukturen sind weniger gut defi-
niert und weisen somit auch im Strukturvergleich ho¨here RMSD-Werte auf. Der Bereich
von Asp58 bis Asn60 liegt im aktiven Zentrum des Proteins. Die lokalen, strukturellen
A¨nderungen ko¨nnen auf die Modifikation von CheY2 mit BeF3 zuru¨ckgefu¨hrt werden.
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Die weiteren Sequenzbereiche, von Ile85 bis Leu95 und von Pro111 bis Ala119 liegen in
α4, α5 und in den jeweiligen N-terminal angrenzenden Schleifenregionen. In der Schlei-
fendarstellung von CheY2 in Abb. 3.12 (B) sind die Reste mit RMSD-Werten > 0,28 nm
rot markiert. In Abb. 3.12 (A) sind die Strukturbu¨ndel CheY2 (3.6 (B)) und CheY2-
Abb. 3.12: (A) U¨berlagerung der Strukturbu¨ndel von CheY2 (blau)
und CheY2-BeF3 (rot). Der Durchmesser der Linien ist proportional
zum lokalen RMSD-Wert des jeweiligen Bu¨ndels. (B) Schleifendarstel-
lung von CheY2. RMSD-Werte > 0,28 nm (rot) und chemische Verschie-
bungsunterschiede > 0,15 ppm (gelb) sind gekennzeichnet. Reste, die
beide Bedingungen erfu¨llen sind orange gefa¨rbt.
BeF3 (3.8 (B)) u¨berlagert, wobei der Durchmesser der Linien proportional zum lokalen
RMSD-Wert (Abb. 3.5 (B), (D)) des jeweiligen Bu¨ndels ist. Die Unterschiede zwischen
beiden Strukturen sind in den oben genannten Bereichen (vgl. Abb. 3.11 (A)) signi-
fikant gro¨ßer als die Variation jeweiligen Strukturbu¨ndel. Die ho¨heren RMSD-Werte
weisen somit auf einen wirklichen Konformationsunterschied hin.
Die RMSD-Werte korrelieren mit den Unterschieden in den 1H, 13C’ und 15N chemischen
Verschiebungen der Hauptkette. Diese sind in Abb. 3.11 (C) gegen die Sequenzposition
aufgetragen. Werte u¨ber dem Niveau von 0,15 ppm, der doppelten Standardabweichung,
ko¨nnen als signifikant betrachtet werden. Dies trifft fu¨r die im Protein in ra¨umlicher
Na¨he liegenden Bereiche zwischen β1 und α2 und den Resten 57 - 69 zu. Diese liegen im
aktiven Zentrum des Proteins, das durch Bindung von BeF3 an Asp58 sowohl chemisch
als auch strukturell vera¨ndert wird. Die erho¨hten Werte in den β-Stra¨ngen β4 und β5 und
den angrenzenden Schleifenregionen ko¨nnen einerseits durch die relativ große ra¨umliche
Verschiebung der Helices α4 und α5, andererseits auch durch einen BeF3 -induzierten,
intramolekularen Signalmechanismus verursacht werden. Fu¨r die Beteiligung an einem
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Signalmechanismus spricht, daß die beeinflußten Reste in β5, Asn106, Val107, Leu108
und Ala109, Teil der Wechselwirkungsfla¨che von CheY2 sind. Dieser C-Terminal loka-
lisierte Bereich beinhaltet die Bindungsfla¨chen von CheY2 zur Kinase CheA und zum
Motor (3.5; 3.6). Die Effekte bei Leu21 und Leu29 sind Ursache der ra¨umlichen Ver-
schiebung von α1 und α5, die eine vera¨nderte inter-residuale Wechselwirkung zwischen
beiden Sekunda¨rstrukturelementen induziert.
Die Oberfla¨chen beider Moleku¨le zeigen in oben genannten Regionen unterschiedliche
Ladungsverteilungen. Diese sind in Abbildung 3.13 fu¨r verschiedene Orientierungen
(A- C) von CheY2 und CheY2-BeF3 gezeigt. Positive Ladungen sind blau, negative rot
Abb. 3.13: Oberfla¨chenladung (positiv: blau; negativ: rot) von CheY2
und CheY2-BeF3 in verschiedenen Orientierungen (A- C). Zur Orien-
tierung (fu¨r den Betrachter) sind jeweils Ba¨ndermodell von CheY2 und
Drehrichtung angegeben.
hervorgehoben. Der negativ geladene Oberfla¨chenbereich des aktiven Zentrums (Abb.
3.13 (B)) dehnt sich leicht aus. Jedoch entspricht dies nicht der Situation in phos-
phoryliertem CheY-P, da in der Berechnung des Potentials die Phosphatgruppe nicht
beru¨cksichtigt wurde. Konkrete Aussagen u¨ber diesen Bereich des Proteins sind da-
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her kaum mo¨glich. Im C-terminalen Teil, vor allem im Oberfla¨chenbereich zwischen α4
und α5 nimmt die positiv geladene Fla¨che deutlich zu (Abb. 3.13 (A) und (C)). Dieser
Bereich weist auch signifikante Strukturvera¨nderungen und chemische Verschiebungsun-
terschiede auf (Abb. 3.12 (B)) und ist daher mo¨glicherweise fu¨r die Funktion von CheY2
von Bedeutung.
Im Wesentlichen ko¨nnen in den CheY2- und CheY2-BeF3 -Strukturen zwei Regionen
mit signifikanten Unterschieden lokalisiert werden. Diese schließen das aktive Zentrum,
das die Magnesium- und Phosphatbindungsstelle entha¨lt, und die Sekunda¨rstrukturele-
mente α4, β5 und α5 ein.
3.5 Protein-Protein-Wechselwirkungen
Zur Charakterisierung der Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen CheY2, CheY2-
BeF3 und Proteinen der Chemotaxis-Signalkette wurden die Signalvera¨nderungen in
15N TROSY-HSQC-Spektren von CheY2 und CheY2-BeF3 bei steigender Ligandenkon-
zentration untersucht. Ohne Ligand waren die chemischen Verschiebungen der Signale
im TROSY-HSQC- und standard HSQC-Experiment identisch. Die in den Spektren
beobachteten Signalvera¨nderungen in Anwesenheit eines Liganden ko¨nnen somit auf
Wechselwirkungseffekte zuru¨ckgefu¨hrt werden. Die Titrationsexperimente wurden mit
0,5 mM 15N-CheY2 bzw. 15N-CheY2-BeF3 Proben und einer schrittweise um 0,1 mM
steigenden Ligandenkonzentration durchgefu¨hrt (2.8.6). Die Zuordnung der TROSY-
Spektren konnte aus dem Vergleich mit den vorhandenen HSQC-Spektren gewonnen
werden. Die bei der Titration von CheY2 bzw. CheY2-BeF3 mit der P2-Doma¨ne be-
obachteten Signalvera¨nderungen konnten beschrieben in vier Klassen eingeteilt werden
(2.8.6).
Die Effekte der Protein-Protein Wechselwirkungen werden in den na¨chsten Abschnitten
im Einzelnen wiedergegeben.
3.5.1 Wechselwirkung von CheY2 mit der P2-Doma¨ne
von CheA
Die Wechselwirkung von CheY2 mit der Kinase CheA ist Grundvoraussetzung fu¨r den
Phosphattransfer. Wegen der hohen Moleku¨lmasse von CheA (81 kDa) wurde zur
Charakterisierung der Wechselwirkung die P2-Doma¨ne eingesetzt. Diese hat eine Mo-
leku¨lmasse von 15 kDa und ist im CheA-Moleku¨l fu¨r die CheY2-Bindung verantwortlich
(Abb. 1.5).
Bei der Titration von CheY2 mit der P2-Doma¨ne konnte das [P2] : [CheY2] Verha¨ltnis
bis zu einemWert von 1,4 : 1 in 0,1 mM Schritten erho¨ht werden. Eine weitere Erho¨hung
der P2-Konzentration erwies sich durch zunehmende Proteinpra¨zipitation und der damit
verbundenen Verschlechterung der Spektrenqualita¨t als nicht praktikabel. Im Verlauf
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der Meßreihe wurde beim Großteil der Signale keine signifikante Vera¨nderung der che-
mischen Verschiebung und/oder Intensita¨t beobachtet. Als Signifikanzniveau, wurde die
doppelte Varianz der jeweiligen Werte verwendet. Fu¨r chemische Verschiebungen ergab
sich ein Niveau von > 0,15 ppm, fu¨r den relativen Intensita¨tsverlust ein Wert von > 0,70.
Reste, die keine signifikanten Verschiebungsa¨nderungen zeigen sind nicht direkt an der
Wechselwirkung beteiligt. Einige Signale konnten bereits nach dem ersten Titrations-
schritt nicht mehr vom Rauschen unterschieden werden, was einem Intensita¨tsverlust
> 0,97 entspricht. Bei den Signalen einer weiteren Gruppe von Signalen wurden signifi-
kante chemische Verschiebungsa¨nderungen und Intensita¨tsverluste beobachtet. Zudem
wurde eine Verbreiterung der Signale festgestellt. Eine Korrelation zwischen Abnah-
me der Signalintensita¨t und den relativ wenigen schwachen, neu auftretenden Signalen
konnte wegen der Verschlechterung der Spektrenqualita¨t nicht hergestellt werden. Das
Auftreten neuer Signale wu¨rde auf langsamen Austausch hinweisen. Die vierte Gruppe
umfaßt Signale mit chemischen Verschiebungsa¨nderungen von mehr als 0,15 ppm und
teilweisem Intensita¨tsverlust. Sind die Signale der gebundenen und nicht gebundenen
Konformation in schnellem Austausch, so kann die Reduktion der Intensita¨ten auf eine
erho¨hte T2-Relaxation im Komplex wa¨hrend der INEPT-Sequenz zuru¨ckgefu¨hrt werden.
Deutliche Austauschverbreiterungen und Verschiebungsunterschiede von Signalen sind
indikativ fu¨r eine direkte Beteiligung an der Protein-Protein-Wechselwirkung.
Wird hingegen bei der Interaktion von CheY2 mit der P2-Doma¨ne die Struktur im Bin-
dungsbereich stabilisiert, so steigt die Korrelationszeit und damit die Relaxationsrate
fu¨r die Reste in dieser Region. Dies fu¨hrt bei den betroffenen Resten zu erho¨hten Lini-
enbreiten und reduzierten Intensita¨ten. Im Histogramm (3.14 (A) und (B)) sind die se-
quenzspezifischen Intensita¨tsa¨nderungen und chemischen Verschiebungsa¨nderungen von
CheY2 bei der Wechselwirkung mit der P2-Doma¨ne als blaue Balken hervorgehoben.
Im Protein ko¨nnen drei Bereiche lokalisiert werden, deren Aminosa¨urereste die fu¨r
Protein-Protein-Wechselwirkung charakteristische Effekte zeigen. Die ra¨umliche Lage
dieser Bereiche ist aus Abb. 3.15 (A, links), in der die entsprechenden Reste farblich
herausgestellt sind, zu entnehmen. Im Folgenden werden die Bereiche na¨her beschrie-
ben.
Der erste Bereich umfaßt die N-terminalen Reste Met1 bis Lys6 sowie Helix α1. Die
Interpretation der Effekte im N-terminalen Bereich ist schwierig, da dieser unstruktu-
riert und flexibel ist. Einige Reste von Helix α1 wechselwirken mit α5. Die durch die
Wechselwirkung induzierten Effekte sind daher auf eine gegenseitige Verschiebung die-
ser Helices zuru¨ckzufu¨hren. A¨hnliches wurde bereits bei der Aktivierung von CheY2
festgestellt. Die Verlagerung der Helices α1 und α5 scheint daher wichtig fu¨r den Kon-
formationswechsel bei Aktivierung zu sein. Zudem ist dies ein Hinweis darauf, daß die
Konformation von CheY2 im Komplex mit der P2-Doma¨ne eine a¨hnlich zur freien, phos-
phorylierten Form von CheY2 ist.
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Abb. 3.14: Sequenzspezifische Auftragung der relativen Intensita¨tsverluste
(A) und chemischen Verschiebungsa¨nderungen (B) bei Titration von CheY2
(blau) und CheY2-BeF (rot) mit der P2-Doma¨ne von CheA. Prolinreste sind
durch schwarze Rechtecke gekennzeichnet.
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Der zweite Bereich umfaßt Aminosa¨urereste in Na¨he der Phosphorylierungsstelle Asp58.
Die beobachteten Effekte deuten darauf hin, daß durch Bindung von CheY2 an die P2-
Doma¨ne eine Konformationsa¨nderung im aktiven Zentrums induziert wird, die fu¨r den
Phosphattransfer von der P1-Doma¨ne von CheA zu CheY2 erforderlich ist.
Der dritte Bereich entha¨lt die C-terminal gelegenen Sekunda¨rstrukturelemente α4, β5
und α5. Die Effekte sind hier am sta¨rksten ausgepra¨gt. Die Reste Ala89, Thr88, Gly91,
Arg93, Asn105, Asn106, Val107, Thr113, Glu122 und Phe125 liegen in Na¨he der Pro-
teinoberfla¨che, wobei die Atome der ersten sieben Reste in einem zusammenha¨ngenden
Oberfla¨chenbereich liegen, der in in Abb. 3.15 (A, rechts) zu sehen ist. Abb. 3.15 (A,
rechts) zeigt eine eine C-terminale Ansicht des CPK- (Corey-Pauling-Koltun) Modells
von CheY2. Die oberfla¨chennahen Reste, die bei der Wechselwirkung von CheY2 mit
der P2-Doma¨ne signifikant beeinflußt wurden sind rot gefa¨rbt und benannt. Bei dem
in dieser Darstellung nicht sichtbaren Oberfla¨chenbereich wurden keine deutlichen Ef-
fekte beobachtet. Diese Tatsache, zusammen mit den Ergebnissen, die fu¨r den dritten
Bereich erzielt wurden ist ein starker Hinweis darauf, daß die P2-Bindungsstelle von
CheY2 C-terminal lokalisiert ist und daß die oben genannten Reste aus dem dritten
Bereich wesentlich an der P2-Bindung beteiligt sind. Die Beeinflussung der nicht in der
Bindungsfla¨che gelegenen Reste wird wahrscheinlich durch indirekte Effekte aufgrund
struktureller Vera¨nderungen verursacht.
Die bei der P2-Wechselwirkung signifikant beeinflußten Bereiche zeigten auch bei der
Aktivierung von CheY2 deutliche Effekte. Daher ist es wahrscheinlich, daß die Konfor-
mation von CheY2 im Komplex mit der P2-Doma¨ne ein U¨bergangszustand zur aktivier-
ten Form ist.
3.5.2 Wechselwirkung von CheY2-BeF3 mit der
P2-Doma¨ne von CheA
Fu¨r den Transfer der Phosphatgruppe von CheY2-P zu CheA bei der Retrophospho-
rylierung ist eine Wechselwirkung von aktiviertem CheY2 mit CheA notwendig. Diese
wurde in einer Titrationsreihe von CheY2 mit der P2-Doma¨ne von CheA durch NMREx-
perimente belegt. Die Titration einer 0,5 mM CheY2-BeF3 - Probe mit der P2-Doma¨ne
konnte bis zu einem Konzentrationsverha¨ltnis von [P2] : [CheY2] = 1,6 : 1 durchgefu¨hrt
werden, bevor bei weiterer Erho¨hung der Ligandenkonzentration Proteinpra¨zipitation
und eine Verschlechterung der Spektrenqualita¨t beobachtet wurden. Die bei CheY2-
BeF3 durch die Wechselwirkung mit der P2-Doma¨ne hervorgerufenen Effekte waren
im Vergleich zu CheY2 bei a¨hnlichen Protein - Ligand Konzentrationsverha¨ltnissen zu
beobachten. Abb. 3.14 zeigt die Intensita¨tsvera¨nderungen (A, rot) und chemischen Ver-
schiebungsa¨nderungen (B, rot) in Abha¨ngigkeit von der Sequenzposition. Chemische
Verschiebungsa¨nderungen von mehr als 0,15 ppm und Intensita¨tsverluste gro¨ßer als 0,70
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ko¨nnen analog zu CheY2 als signifikant betrachtet werden. Aus Abb. 3.14 ist zu erken-
nen, daß eine Ha¨ufung der signifikant beeinflußten Reste am N-terminalen Ende und in
α1, im aktiven Zentrum und im C-terminalen Bereich der Sekunda¨rstrukturelemente β4,
α4, β5 und α5 auftritt. In der Ba¨nderdarstellung von CheY2-BeF3 der Abb. 3.15 (B,
links) sind die Reste mit signifikanten Vera¨nderungen farblich hervorgehoben. Hieraus
ist ersichtlich, daß die betroffenen Regionen a¨hnlich zu den bei CheY2 definierten drei
Bereichen ist. Sie zeigen im Vergleich zu CheY2 jedoch deutlicher ausgepra¨gte Effekte.
Die durch die Wechselwirkung verursachten Vera¨nderungen ko¨nnen analog zu CheY2
verursacht sein.
Der N-Terminus ist flexibel und unstrukturiert, so daß keine konkreten Aussagen ge-
troffen werden ko¨nnen. Helix α1 wechselwirkt in CheY2-BeF3 mit dem Proteinkern und
α5. Der Einfluß der P2-Bindung auf die Reste in α1 ist daher mo¨glicherweise die Folge
von strukturellen Vera¨nderungen von CheY2-BeF3 , also indirekter Natur.
CheY2-BeF3 ist ein Analogon der phosphorylierten Form CheY2-P. CheY2-P ist zur Re-
trophosphorylierung fa¨hig. Die Bindung von aktiviertem CheY2-P an die P2-Doma¨ne
verursacht daher mo¨glicherweise konformationelle A¨nderungen im Aktiven Zentrum die
fu¨r den Transfer von Phosphat entscheidend sind.
Die im C-terminalen Bereich gelegenen, signifikant beeinflußten Reste Gln90, Gly91,
Arg93, Ala100, Val107, Lys110, Phe112, Thr113, Ile114, Lys116 liegen in Na¨he ei-
nes zusammenha¨ngenden Oberfla¨chenbereichs. Auf Basis derselben Begru¨ndung wie
bei CheY2 kann geschlossen werden, daß die Bindungsfla¨che von CheY2-BeF3 zur P2-
Doma¨ne von CheA C-terminal lokalisiert ist und oben genannte Reste, einschließlich
und Glu122 wesentlich an der Bindung beteiligt sind. Abb. 3.15 (B, rechts) zeigt eine
C-terminale Aufsicht auf das CPK-modell von CheY2-BeF3 . Die bei der P2-Bindung
signifikant beeinflußten Reste nahe der Proteinoberfla¨che sind rot hervorgehoben und be-
nannt. Außer dem aktiven Zentrum wurden auf der in Abb. 3.15 (B, rechts) nicht gezeig-
ten Oberfla¨che keine signifikanten Effekte beobachtet. Ein weiterer Hinweis, daß oben
genannte Reste die Wechselwirkungsfla¨che von CheY2-BeF3 mit der P2-Doma¨ne definie-
ren. Bei Aktivierung von CheY2 wurden a¨hnliche Proteinbereiche signifikant beeinflußt,
weswegen P2-gebundenes CheY2-BeF3 wahrscheinlich einen U¨bergangzustand darstellt,
der den effektiven Ru¨cktransfer des Phosphats von CheY-P zu CheA ermo¨glicht.
Ein Vergleich der CheY2- und CheY2-BeF3 -Wechselwirkung mit der P2-Doma¨ne von
CheA zeigt daß einerseits a¨hnliche Proteinbereiche signifikant beeinflußt werden, an-
dererseits, die signifikant beeinflußten Aminosa¨urereste und Oberfla¨chenbereiche der
u¨berlappenden Bindungsstellen verschieden sind. Eine unterschiedliche Bindung und
Affinita¨t von CheY2 und CheY2-BeF3 zu CheA ist daher naheliegend. Die Spezifita¨t
der Wechselwirkung ist zudem fu¨r den Retrophosphorylierungsmechanismus als auch fu¨r
die Signaltransduktion zum Motor entscheidend, da CheY-P sowohl an CheA als auch
an den Motor bindet.
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Abb. 3.15: Darstellung der bei der Titration von CheY2 (A)
bzw.CheY2-BeF3 (B) mit der P2 - Doma¨ne beobachteten Effekte. Si-
gnifikant beeinflußte Reste sind in den Ba¨ndermodellen (links) oran-
ge gefa¨rbt. Im C-terminalen Oberfla¨chenbereich gelegene, stark beein-
tra¨chtigte Aminosa¨urereste sind in den CPK-Darstellungen (rechts) von
rot hervorgehoben und bezeichnet.
3.5.3 Wechselwirkung von CheY2 mit CheY1 und MotD
Zur Aufkla¨rung der Regulationsmechanismen des Responsregulators CheY2 wurde die
Wechselwirkung mit weiteren Proteinen untersucht. Der in Betracht gezogene, zwei-
te Responseregulator CheY1 von S.meliloti und das an der endoplasmatischen Ober-
fla¨che (FliM) des Flagellenmotors lokalisiertete MotD-Protein ko¨nnten durch potenti-
elle Interaktionen die Signaltransduktion und Regulation innerhalb der Chemotaxis-
Signaltransduktionskette beeinflussen.
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CheY2 bzw. CheY2-BeF3 - CheY1: Die analog zur Titration mit der P2 Doma¨ne
von CheA aufgestellte Meßreihe mit CheY1 als Ligand wurde bis zu einem Konzentra-
tionsverha¨ltnis CheY1 : CheY2 = 2 : 1 durchgefu¨hrt. Hier konnten in den CheY2-
und CheY2-BeF3 - TROSY-HSQC-Spektren mit CheY1 keine Vera¨nderungen beobach-
tet werden. Aus diesem Grund ist eine Wechselwirkung von CheY2 in der inaktiven und
aktiven Konformation mit CheY1 unwahrscheinlich.
CheY2-D14K - MotD: Die dauernd an den Motor bindende Mutante CheY2-D14K
[160] wurde auf eine mo¨gliche Wechselwirkung mit dem MotD-Protein untersucht. Falls
CheY2 im aktivierten Zustand mit MotD eine Wechselwirkung eingehen sollte, so soll-
te dies auch bei der konstitutiv aktiven Mutante CheY2-D14K versta¨rkt der Fall sein.
Bei der Titration von CheY2-D14K mit MotD, bis zu einem Konzentrationsverha¨lt-
nis von MotD : CheY2-D14K = 2 : 1 konnten keine signifikanten Signalvera¨nderungen
festgestellt werden, weswegen eine direkte Wechselwirkung beider Proteine eher unwahr-
scheinlich ist.
Eine denkbare Wechselwirkung mit dem FliM-Protein an der Motorbasis konnte bisher
noch nicht untersucht werden, da rekombinantes FliM-Protein aus technischen Gru¨nden
nicht in genu¨gender Konzentration verfu¨gbar war.
3.6 Charakterisierung von CheY2 Mutanten
Sowohl bei Aktivierung von CheY2 als auch bei der Wechselwirkung von CheY2 und
CheY2-BeF3 mit der P2-Doma¨ne von CheA wurden das Aktive Zentrum (”
saure Ta-
sche“) und der C-terminale Bereich (α4, β4, α5) der Proteine wesentlich beeinflußt.
Die beiden im aktiven Zentrum gelegenen Punktmutationen Asp14Lys und Asn60Arg
sowie der Austausch Val107Trp im C-terminalen Bereich wurden von K. Fuchs [160]
biochemisch charakterisiert. Die ra¨umliche Lage dieser Mutationsstellen in der CheY2-
Struktur ist in Abb. 3.16 anhand des Ba¨ndermodells von CheY2 verdeutlicht.
Die Punktmutation Val107Trp fu¨hrt zu einer stark reduzierten Bindung an den Flagel-
lenmotor, die Phosphorylierung ist jedoch kaum beeintra¨chtigt. Das Mutantenprotein
CheY2-D14K besitzt eine permanent aktive Konformation, kann also stets an den Motor
binden, wird jedoch nicht phosphoryliert. CheY2-N60R bindet an den Flagellenmotor
und ist phosphorylierbar. Der phosphatgebundene Zustand besitzt im Vergleich zu
CheY2 eine deutlich erho¨hte Halbwertszeit (B. Scharf, pers. Mitteilung). Die Mutan-
tenproteine CheY2-V107W, CheY2-D14K und CheY2-N60R besitzen also im Hinblick
auf Motorbindung und Phosphorylierung interessante Eigenschaften und wurden daher
mittels NMR-Spektroskopie weitergehend untersucht.
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Abb. 3.16: Ba¨ndermodell von CheY2.
Die funktionell wichtigen Aminosa¨ure-
reste Asp14 und Asn60, die im aktiven
Zentrum lokalisiert sind, sowie der Rest
Val107, der im C-terminalen Bereich
(α4, β5, α5) auf β-Strang fu¨nf liegt, sind
hervorgehoben und bezeichnet.
3.6.1 CheY2-V107W
Der Valinrest in Position 107 in CheY2 ist wichtig fu¨r die Bindung an den Motor. Bei
vergleichbaren Responsregulatoren findet sich in dieser Position immer ein aromatischer
Aminosa¨urerest. Bei E. coli -CheY ist dieser Rest (Tyr 106) entscheidend fu¨r die Bin-
dung an den Flagellenmotor (Y-T-Kopplung; 1.3.1). CheY2 von S.meliloti besitzt kei-
nen analogen Y-T-Kopplungsmechanismus. Aufgrund dieser mo¨glicherweise funktionell
wichtigen Unterschiede in der Motorbindung und -steuerung sollte das Mutantenprotein
CheY2-V107W von S. meliloti genauer untersucht werden.
Der Vergleich des HSQC-Spektrums von CheY2-V107W mit dem von CheY2 und auch
CheY2-BeF3 zeigte, daß viele Signale wesentlich verschoben waren. Eine eindeutige
U¨bertragung der Zuordnung war nur fu¨r etwa 40% der Signale mo¨glich. Aus diesem
Grund war eine quantitative Charakterisierung dieser Mutante ( z.B. mittels chemical
shift mapping) nicht mo¨glich. Mg++-Komplexierung im aktiven Zentrum von CheY2 ist
essentiell fu¨r dessen Phosphorylierung. Um eine niedrigere Mg++-Affinita¨t als Ursache
fu¨r dieses Ergebnis auszuschließen wurde eine Mg++-Titrationsreihe u¨ber einen Konzen-
trationsbereich von 5 mM bis 100 mM MgCl2 durchgefu¨hrt. Da keine Vera¨nderungen in
den Spektren beobachtet wurden kann eine verringerte Mg++-Affinita¨t ausgeschlossen
werden, sofern Mg++ u¨berhaupt komplexiert wird. Letzteres ist aber anzunehmen, da
die Mutante phosphoryliert werden kann [160]. Die Analyse der aufgenommenen Spek-
tren zeigte, daß das Protein gefaltet und nicht denaturiert in der NMR-Probe vorlag.
Wegen der großen Differenzen zum HSQC-Spektrum von CheY2 und CheY2-BeF3 konn-
ten keine sequenzspezifischen Aussagen getroffen werden. Jedoch weisen die Daten auf
gro¨ßere konformationelle Unterschiede hin, die Ursache der vera¨nderten Motorbindung
sein ko¨nnten. Dies zeigt auch, daß der C-terminale Oberfla¨chenbereich von CheY2 die
Bindung an den Motor wesentlich beeinflußt.
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3.6.2 CheY2-D14K
Der Austausch des nahe am aktiven Zentrum gelegenen Aminosa¨urerestes Asp14 durch
Lys fu¨hrt zu einer permanent aktivierten Form von CheY2 [160], die nicht mehr phospho-
ryliert werden kann. Das HSQC-Spektrum von CheY2 D14K zeigte wenig A¨hnlichkeit
zu dem von CheY2-BeF3 . Jedoch konnte durch Vergleich mit dem relativ a¨hnlichen
HSQC-Spektrum von CheY2 eine fast vollsta¨ndige und eindeutige Zuordnung der Signa-
le erreicht werden. Lediglich die Aminosa¨urereste Gly40, Ala89 und Glu115 wurden im
HSQC-Spektrum der CheY2-D14K Mutante nicht identifiziert, auch nicht durch Ver-
gleich mit den Daten von CheY2-BeF3 . An der Stelle des mutierten Aminosa¨urerests
Asp 14 wurde kein Signal beobachtet. Dies spricht erstens fu¨r die Stimmigkeit der
CheY2-Zuordnung, zweitens fu¨r lokale, chemische und strukturelle Vera¨nderungen in
dem Mutantenprotein. Die sequenzspezifischen chemischen Verschiebungsunterschiede
∆ppmg(
1H,15N) (2.10) zwischen den HSQC-Spektren von CheY2 und CheY2-D14K
sind als Histogramm in Abb. 3.17 dargestellt.
Abb. 3.17: Sequenzspezifische chemische Verschiebungsunterschiede
∆ppmg(
1H,15N) zwischen CheY2 und der Mutante CheY2- D14K. :
Mutationsstelle; : Prolinreste;
Die Verschiebungsa¨nderung war fu¨r 1H- bzw. 15N-Atome maximal 0,45 ppm bzw. 1,6
ppm. Alle Reste, deren chemische Verschiebungsa¨nderungen u¨ber dem Niveau von 0,52
ppm (doppelte Standardabweichung) liegt, sind in der Ba¨nderdarstellung von Abbildung
3.18 (A) orange gefa¨rbt. In der Umgebung der D14K Mutation sind in naheliegender
Weise lokale Verschiebungsa¨nderungen zu beobachten. Desweiteren induziert die Muta-
tion in ra¨umlich entfernten Bereichen signifikante chemische Verschiebungsa¨nderungen.
Diese sind im N-terminalen Bereich von α2, in β3, und in den C-terminal gelegenen
Sekunda¨rstrukturelementen α4, β5 und α5 lokalisiert.
In Abb. 3.18 (B) ist eine C-terminale Aufsicht auf das CPK-Modell von CheY2 darge-
stellt. Signifikant beeinflußte und oberfla¨chennahe Aminosa¨urereste sind orange gefa¨rbt
und bezeichnet. Auf der nicht gezeigten Proteinoberfla¨che wurden keine Effekte beob-
achtet. Im wesentlichen ko¨nnen zwei gro¨ßere Bereiche identifiziert werden. Erstens das
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Abb. 3.18: (A) Ba¨ndermodell von CheY2. Reste mit signifikanten che-
mischen Verschiebungsunterschieden > 0,52 ppm zwischen CheY2 und
der Mutante CheY2-D14K sind orange gefa¨rbt. (B) CPK-Darstellung
von CheY2 in C-terminaler Aufsicht auf die Proteinoberfla¨che. Nahe
der Proteinoberfla¨che liegende Aminosa¨urereste, die durch die Mutation
Asp14Lys signifikant beeinflußt wurden, sind farblich hervorgehoben und
gekennzeichnet.
aktive Zentrum, das die Mutationsstelle entha¨lt (Gln15, Lys16, Ser18, Asn60, Lys63)
und zweitens eine C-terminal gelegener zusammenha¨ngender Bereich, der die Reste
Gly91, Arg93, Ala94, Asn106, Leu108, Ala109, Gly126 und Ala127 entha¨lt. Einige
der letztgenannten Reste (Gly91, Arg93, Asn106, Gly126) wurden auch bei Aktivie-
rung und/oder P2-Bindung signifikant beeinflußt. Aufgrund dieser Ergebnisse, in Kom-
bination mit den Eigenschaften der Mutante CheY2-D14K (keine Phosphorylierung,
versta¨rkte Motorbindung) ist eine der aktiven Form von CheY2 analoge, von der Phos-
phorylierung unabha¨ngige, Konformation der C-terminal gelegenen Motorbindungsstel-
le anzunehmen. Fu¨r eine C-terminal gelegene Motorbindungsstelle spricht auch eine
stark verringerte Affinita¨t zum Motor durch die C-terminal in β-Strang fu¨nf eingefu¨hrte
Punktmutation Val107Trp.
3.6.3 CheY2-N60R
Die Mutation von Asn60Arg fu¨hrt bei CheY2 zu einer permanent aktivierten Konforma-
tion [160]. CheY2-N60R kann durch CheA phosphoryliert werden. Der phosphatgebun-
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dene Zustand besitzt jedoch im Vergleich zu CheY2 eine deutlich erho¨hte Halbwertszeit
(pers. Mitteilung von Dr. B. Scharf), ist also stabiler. Asn 60 liegt im Bereich der
Phosphat- (Asp 58) und Mg++-Bindungsstelle (Asp 13, 14). Aufgrund Phosphorylie-
rungseigenschaften und des zu CheY2-D14K a¨hnlichen Pha¨notyps wurde diese Mutante
mittels NMR-Spektroskopie untersucht. Das HSQC-Spektrum von CheY2-N60R wurde
durch Vergleich mit dem von CheY2 zugeordnet. Außer den Resten Asp58, Phe59, Leu87
und Ala89 wurden alle Signale identifiziert. Das fehlende Signal von Asn 60 ist ein Indiz
fu¨r die Richtigkeit der Zuordnung. Eine Erga¨nzung der fehlenden Zuordnungen war nicht
durch Vergleich mit dem HSQC-Spektrum von CheY2-BeF3 mo¨glich. Abbildung 3.19
zeigt die sequenzspezifischen chemischen Verschiebungsunterschiede ∆ppmg(
1H,15N)
(2.10) zwischen den CheY2-N60R- und CheY2-HSQC-Spektren.
Abb. 3.19: Sequenzspezifische chemische Verschiebungsunterschiede
∆ppmg(
1H,15N) zwischen CheY2 und der Mutante CheY2- N60R. :
Mutationsstelle; : Prolinreste;
Die maximalen chemischen Verschiebungsunterschiede fu¨r 1H- bzw. 15N-Atome lagen
bei 0,43 ppm bzw. 1,9 ppm. Fu¨r Reste, deren chemische Verschiebungsunterschiede
gro¨ßer sind als die doppelte Standardabweichung 0,38 ppm sind durch die Mutation
signifikant beeinflußt. Die Verteilung dieser Reste (Asp14, Ser18, Met44, Met61, Met64,
Gly66, Thr88, Gly91, Leu108) u¨ber die Tertia¨rstruktur ist in der Ba¨nderdarstellung von
CheY2 in Abb. 3.20 (A) gegeben. Die signifikant beeinflußten Aminosa¨urereste sind
dort orange gefa¨rbt. Die beeinflußten Reste sind im Bereich der Mutation, des ra¨umlich
nahen aktiven Zentrums, in α4 und β5 lokalisiert, jedoch weniger ausgepra¨gt als beim
Mutantenprotein CheY2-D14K.
Das CPK-Modell von CheY2 in Abb. 3.20 (B) zeigt die C-terminale Aufsicht auf die Pro-
teinoberfla¨che. Signifikant beeinflußte und oberfla¨chennahe Reste sind orange gefa¨rbt.
Die Auswirkungen der Mutation auf die Gesamtstruktur ist mit Ausnahme der Mutati-
onsstelle im Vergleich CheY2-D14K sehr gering. Zusammen mit den Eigenschaften von
CheY2-N60R (phosphorylierbar, hohe Stabilita¨t des phosphorylierten Zustands) kann
angenommen werden, daß (i) die Mutation die Ursache der festeren Phosphatbindung
ist und (ii) der fu¨r die Motorbindung erforderliche Konformatinswechsel durch Phos-
phorylierung und nicht alleine durch die Mutation induziert wird.
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Abb. 3.20: (A) Ba¨nderdarstellung von CheY2. Reste mit signifikan-
ten chemischen Verschiebungsunterschieden > 0,38 ppm im Vergleich
zur Mutante CheY2-N60R sind orange gefa¨rbt. (B) CPK-Darstellung
von CheY2 in C-terminaler Aufsicht auf die Proteinoberfla¨che. In Na¨he
der Proteinoberfla¨che gelegene Aminosa¨urereste, die durch die Mutation
Asn60Arg signifikant beeinflußt wurden, sind hervorgehoben.
Insgesamt kann aus den Ergebnissen der Mutantenproteine CheY2-V107W, CheY2-
D14K und CheY2-N60R gefolgert werden, daß (i) die Motorbindungsfla¨che in CheY2
C-terminal lokalisiert ist und (ii) Phosphorylierung und Motorbindung entkoppelt sind,
d.h. Phosphorylierung ist keine notwendige Voraussetzung fu¨r die Bindung von CheY2
an den Motor.
3.7 Phosphorylierungskinetik
Zur Charakterisierung des Phosphatumsatzes von CheY2 wurden 31P-Messungen am
System Protein - AcP durchgefu¨hrt. Wie in (2.4) und (2.8.7) beschrieben, kann die
aus dem AcP-Umsatz in der NMR Probe berechnete Umsatzrate zur Bestimmung der
Michaelis-Menten-Konstante und der Halbwertszeit, sowie zum Vergleich von Mutan-
tenproteinen verwendet werden. Außerdem erlaubt das Verfahren die Untersuchung von
Systemen mit mehreren Komponenten der Signaltransduktionskaskade. Einige der ana-
log zu Gl. (3.3) bestimmten Anfangsgeschwindigkeiten abzu¨glich der Zerfallsrate von
AcP in Abwesenheit von Protein (Gl. 3.4) sind in Tab. 3.4 zusammengefaßt.
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Tabelle 3.4: Umsatzraten bzw. Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion
(2.6) fu¨r CheY2 und Proteinen der Chemotaxis-Signalkette bei Verwen-
dung von AcP als Phosphordonor
.
Zusammensetzung Anfangssgeschwin-
CheY2/µM CheY1/µM CheA/µM AcP/mM digkeit (µM/s)
1 0 0 0 10 0,0361 ± 0,0018
2 5,16 0 0 10 0,0731 ± 0,0036
3 25,8 0 0 10 0,4555 ± 0,0227
4 25,8 0 0 2,5 0,1120 ± 0,0056
5 25,8 0 0 3,5 0,1680 ± 0,0084
6 25,8 0 0 5 0,2650 ± 0,0132
7 25,8 0 0 10 0,4296 ± 0,0214
8 25,8 0 0 30 0,7025 ± 0,0351
9 25,8 0 0 40 0,7768 ± 0,0388
10 25,8 0 0 60 0,8745 ± 0,0437
11 25,8 0 0 80 0,9756 ± 0,0487
12 25,8 24,6 0 10 1,4343 ± 0,0717
13 12,9 24,6 0 10 1,6000 ± 0,0801
14 0 24,6 0 10 1,7109 ± 0,0855
15 25,8 0 15 10 0,2960 ± 0,0147
16 19,8 0 23 10 0,0860 ± 0,0043
17 10,3 0 1 10 0,1511 ± 0,0075
18 25,8 24,6 30 10 1,3368 ± 0,0668
19 0 18,9 23 10 0,8696 ± 0,0434
CheY2-P
k6−→
←−
k−6
CheY2 + Pi (3.3)
AcP
k4−→
←−
k−4
AcOH + Pi (3.4)
Phosphorylierung von CheY2: Die experimentell bestimmten Anfangsgeschwin-
digkeiten sind im Kontext der jeweils verwendeten Probe und deren Zusammensetzung
zu betrachten. Standardma¨ßig wurde in 20 mM Tris-Puffer bei pH 6,83 gemessen. Die
Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeiten ist im Rahmen der Fehlergrenzen mit un-
abha¨ngigen Proben reproduzierbar. Fu¨r zwei unabha¨ngig hergestellte Proteinproben ist
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dies beispielhaft in den Zeilen drei und sieben zu sehen. Bei der Auswertung der Messda-
ten stellte sich heraus, daß bei CheY2 eine Proteinkonzentration von etwa 30 µM ein
guter Kompromiß zwischen erforderlicher Proteinmenge (0,21 mg pro Messpunkt bei
CheY2) und der Qualita¨t der Meßdaten ist.
In den Zeilen 4 - 11 (Tab. 3.4)ist die Abha¨ngigkeit der Umsatzrate von der Substrat-
konzentration im Bereich von 2,5 mM bis 80 mM AcP gegeben. Aus der in Abb. 3.21
gezeigten Anpassung der substratabha¨ngigen Anfangsgeschwindigkeiten an die hyper-
bolische Michaelis-Menten-Gleichung (2.11) wurde die Michaelis-Menten-Konstante und
die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion zu KM = (9, 8 ± 0, 8) mM und vmax =
(0, 85 ± 0, 02)µM/s bestimmt. Unter Verwendung von Gleichung (2.12) wurde hieraus
die Geschwindigkeitskonstante k der Reaktionsgleichung (2.6) zu (0, 033± 0, 001)1/s er-
mittelt. Die Halbwertszeit des phosphatgebundenen Zustands ergibt sich dann mit vmax
und [CheY2]= 30 µM aus Gleichung (2.13) und wurde fu¨r CheY2 zu T1/2 = (20, 9±0, 8)s
bestimmt.
Phosphorylierung von CheY1: Fu¨r den zweiten Responsregulator, CheY1, wur-
den ebenfalls Messungen der Umsatzraten fu¨r AcP bestimmt [161]. Aufgrund der im
Vergleich zu CheX2 deutlich gro¨ßeren Geschwindigkeitskonstante von CheY1 (Tab. 3.4,
Zeile 14 vs. 3) wurde eine CheY1-Konzentration von etwa 20 µM gewa¨hlt. Im Be-
reich von 5 mM bis 120 mM AcP konnte jedoch keine hyperbolische Gleichung an die
Messdaten angepaßt werden. Die Daten konnten vielmehr durch eine lineare Gleichung
erster Ordnung mit Steigungen im negativen Bereich angepaßt werden. Durch Beru¨ck-
sichtigung des fiktiven Messpunktes (0,0) stellte sich heraus, daß sich CheY1 bereits
bei 5 mM AcP im gesa¨ttigten Bereich befindet. Eine Abscha¨tzung der oberen Gren-
ze der Halbwertszeit von CheY1-P ergab einen Wert von 11 s. Als obere Grenze fu¨r
die Michaelis-Menten-Konstante konnte aus den Messdaten ein Wert von ca. 2 mM
bestimmt werden.
Phosphorylierungskinetiken von CheY2, CheA, CheY1 Die Erweiterung des
Systems auf drei Chemotaxis-Proteine umfaßt die Responsregulatoren CheY1, CheY2
und die Kinase CheA. Im Vergleich zu CheY2, ist bei Anwesenheit von CheA und einem
[CheY2]:[CheA] Verha¨ltnis von ca. 1:1 die Umsatzrate um etwa 80 % reduziert (Tab.
3.4, Zeilen 7, 16). Fu¨r CheY1 ergibt sich unter den gleichen Bedingungen, in Anwesen-
heit der Kinase eine Reduktion der Umsatzrate um 50 %, verglichen mit dem Wert von
CheY1. (Tab. 3.4, Zeilen 14, 19). Das ist ein Hinweis auf eine gro¨ßere Affinita¨t von
CheY2 als von CheY1 zu CheA.
Da durch die Bindung von CheA an CheY2 bzw. CheY1 das aktive Zentrum abge-
schirmt wird kann dieses nicht mehr durch AcP phosphoryliert werden. Dieser Fall
ko¨nnte durch kompetitive Hemmung der Responsregulatoren beschrieben werden. Im
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Abb. 3.21: Anpassung der gemessenen AcP-Umsatzraten ( ) von
CheY2 an die Michaelis-Menten-Gleichung (—–). Maximale, halbmaxi-
male Geschwindigkeit und die Michaelis-Menten-Konstante sind gekenn-
zeichnet. Die bestimmten Gro¨ßen sind in der Grafik angegeben.
Fall von CheY2 wird durch die Bindung von CheY2-P an CheA die Konzentration an
freiem CheY2-P zusa¨tzlich reduziert wodurch der Phosphatumsatz verringert wird. Zu-
dem muß das durch Retrophosphorylierung entstandene CheA-P zusa¨tzlich als Substrat,
mit einer von AcP verschiedenen Affinita¨t zu CheY2 in Betracht gezogen werden. Die
deutlich reduzierten Raten bei einem [CheY2] : [CheA] Verha¨ltnis ca. 2 : 1 bzw. 1 : 1
(Tab. 3.4, Zeilen 15, 16) ko¨nnen also einerseits Ursache des Retrophosphorylierungsme-
chanismus sein, andererseits auch durch eine gro¨ßere Affinita¨t von CheY2 und CheY2-P
zu CheA als zu AcP bedingt sein. Da bei CheY1 der Phosphattransfer von CheY1 zu
CheA im Vergleich zu CheY2 deutlich reduziert ist [99] kann die Reduktion der Um-
satzraten nur durch kompetitive Hemmung durch CheA-Bindung erkla¨rt werden. Dies
zusammen mit den unterschiedlichen Michaelis-Menten-Konstanten wu¨rde den gro¨ßeren
Einfluß von CheA auf die Umsatzrate von CheY2 erkla¨ren.
Im Allgemeinen ist ein System mit drei Proteinen schwer zu charakterisieren. Dies ist
einerseits durch die steigende Zahl der Freiheitsgrade und den Phosphattransfer von
CheY2-P u¨ber CheA zu CheY1 bedingt. Andererseits ist die Bestimmung der Anfangs-
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geschwindigkeiten bei hohen Enzymknonzentrationen sowie fu¨r kleine Donorkonzentra-
tionen problematisch. Zudem sind erhebliche Proteinmengen zur exakten Charakteri-
sierung des Systems bei Molekulargewichten von Mr(CheY2)≈ 14 kDa, Mr(CheY1)≈
14 kDa und Mr(CheA)≈ 81 kDa erforderlich.
CheY2 - Mutantenproteine Durch die Bestimmung der Umsatzraten von CheY2
Mutantenproteinen ( [160]) konnte u¨berpru¨ft werden, ob die Proteine phosphoryliert
werden ko¨nnen, bzw. Phosphatumsatz zeigen. Bei allen Proteinen mit Ausnahme von
CheY2-D58N konnte ein Phosphatumsatz beobachtet werden, d.h. die Proteine ko¨nnen
durch AcP phosphoryliert werden. Die Mutation in der Phosphatbindungsstelle (Asp 58
→ Asn) zeigt im Rahmen des Messfehlers so gut wie keinen Phosphatumsatz. Somit ist
das Aspartat in Position 58 tatsa¨chlich die Phosphorylierungsstelle. Desweiteren sind
keine weiteren Phosphorylierungsstellen zu erwarten.
Kapitel 4
Diskussion
Durch Automatisierung von Signalsuche und Signalklassifizierung wurde eine Grundlage
fu¨r eine automatische Vorverarbeitung von n-dimensionalen NMR-Spektren geschaffen.
Die exakte Bestimmung der dreidimensionalen Lo¨sungsstrukturen von CheY2 (RMSD
= 0,042 nm) und CheY2-BeF3 (RMSD = 0,027 nm) war fu¨r die Aufkla¨rung der Funkti-
onsweise des Responsregulators entscheidend. Anhand der beiden Strukturen wurde der
Aktivierungsmechanismus von CheY2 auf atomarer Ebene aufgekla¨rt. Durch Analyse
der Wechselwirkungen der beiden Moleku¨le, CheY2 und CheY2-BeF3 mit der CheY2-
Bindungsdoma¨ne (P2-Doma¨ne) der Histidinkinase CheA wurden deren Bindungsfla¨chen
sowie die jeweils an der Bindung beteiligten Aminosa¨urereste identifiziert. Die Cha-
rakterisierung von vier CheY2-Mutantenproteinen mit vera¨nderter Phosphorylierung
und/oder Motorbindung lieferte neue Einblicke in die molekularen Zusammenha¨nge die-
ser beiden Prozesse.
4.1 Automatisierung der Spektrenbearbeitung
Die sta¨ndige Weiterentwicklung der NMR-spektroskopischen Techniken erfordert die
Entwicklung entsprechender Programme und neuer Algorithmen zur weitgehend auto-
matisierten Auswertung der Messdaten. Im Bereich der Spektrenauswertung ist oftmals
manuelle und zeitaufwendige Vorgehensweisen unumga¨nglich. Eine schnelle und effizi-
ente Datenbearbeitung kann nur durch Automatisierung mo¨glichst vieler Einzelschritte
erreicht werden.
Die Bearbeitungszeit fu¨r die entwickelte automatisierte Signalsuche und Signalklassifi-
zierung eines 3D-Spektrums mit 1024 x 128 x 256 Datenpunkten lag bei ca. 15 min.
Durch leistungsfa¨hige Rechner mit ausreichend Arbeitsspeicher und Optimierung des
Zugriffs auf die Datenpunkte ist eine Reduktion auf wenige Minuten durchaus mo¨glich.
Dies wa¨re auch wu¨nschenswert, da bei wiederholter Anwendung der zeitliche Aufwand
im angemessenen Rahmen bleiben sollte.
Das automatisch bestimmte untere Niveau zur Signalsuche ist fu¨r eine Signalklassifi-
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zierung mittels Bayesscher Analyse entscheidend, da diese eine repra¨sentative Menge
an Rauschsignalen beno¨tigt. Liegt es zu hoch kann die Rauschklasse nicht statistisch
angemessen erfaßt werden. Bei viel zu niedrigem Niveau ist die Zahl der zu beru¨cksich-
tigenden Signale und damit der zeitliche Aufwand deutlich erho¨ht. Die Qualita¨t der Si-
gnalklassifizierung ha¨ngt also entscheidend von der Lage dieses Niveaus ab. Ein weiterer
wichtiger Punkt ist die Auswahl von Repra¨sentanten der verschiedenen Signalklassen.
Fu¨r die Automatisierung dieses Prozesses wurden die typischen chemischen Verschie-
bungen der Aminosa¨uren (BMRB) verwendet. Stimmen diese Verschiebungswerte nicht
mit denen des jeweilig betrachteten Spektrums u¨berein, so sinkt die Trennscha¨rfe der
Klassifizierung. Dies ist mo¨glicherweise auch der Grund weshalb die Kriterien Inten-
sita¨t und Signalform bei der automatischen Signalklassifizierung eine nicht ausreichende
Trennscha¨rfe hatten.
Die Automatisierung der Spektrenbe- und -verarbeitung inclusive Strukturbestimmung
ist im Wesentlichen auf drei Bereiche verteilt. Dies sin die Vorverarbeitung der Spektren,
die sequentielle Zuordnung und die NOESY-Zuordnung in Kombination mit Struktur-
bestimmung bei bekannter Zuordnung. Die Verknu¨pfung dieser drei Bereiche ist jedoch
a¨ußerst schwer, da die Erfordernisse der einen Methode die Unsicherheiten der anderen
sind (die NOESY-Zuordnung ist abha¨ngig von der sequentiellen Zuordnung, diese wie-
derum von der Qualita¨t der Spektrenvorverarbeitung).
Die unterschiedlichen Bereiche der Automation der Strukturbestimmung sind unter-
schiedlich gewichtet. Fu¨r die NOESY-Zuordnung gibt es bereits gut funktionierende
Routinen, wa¨hrend bisher fu¨r die automatische Spektrenvorverarbeitunng und sequen-
tielle Zuordnung kaum allgemein anwendbare Methoden existieren.
Das Ziel der automatischen Strukturbestimmung aus NMR-Daten stellt also auch in
Zukunft eine große und interessante Herausforderung dar, insbesondere aufgrund der
Entwicklungen der NMR-Techniken (z.B. Kryo-Probenko¨pfe, 900 MHz Spektrometer,
nD-Experimente, Meßzeit).
4.2 Struktur und Aktivierung von CheY2
Die Kenntnis der Moleku¨lstruktur von CheY2 und CheY2-P ist eine Voraussetzung
fu¨r das Versta¨ndnis ihrer Funktionsweise. CheY2 besitzt die fu¨r Responsregulatoren
typische offene (α /β)5 Konformation. Das aktive Zentrum beinhaltet die streng kon-
servierten Reste Asp13, Asp14 und Asp58. Die ersten beiden sind wesentlich an der
Komplexierung von Mg++ beteiligt, Asp58 ist die Phosphorylierungsstelle des Prote-
ins. Die Modifikation von CheY2 mit BeF−3 fu¨hrt zu einer stabilen phosphat-analogen
Konformation. Dies geht eindeutig aus den nahezu identischen HSQC-Spektren von
CheY2-P und CheY2-BeF3 hervor. Zudem wurde bereits fu¨r andere Responsregulato-
ren gezeigt [122] [123] [159], daß im BeF3-gebundenen Zustand die tetrahedrale Geome-
trie und das Oberfla¨chenpotential sehr a¨hnlich zur PO2−4 -gebundenen Form sind. Da
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CheY2-BeF3 u¨ber mehrere Monate stabil ist, war es fu¨r die Charakterisierung der akti-
ven Konformation von CheY2 ideal geeignet.
Die gute Qualita¨t der CheY2 und CheY2-BeF3 Strukturen mit RMSD-Werten von 0,042
nm bzw. 0,027 nm fu¨r die Hauptkettenatome ermo¨glichten Aussagen u¨ber den Mechanis-
mus der Aktivierung nach Phosphorylierung. Ein Teil der freien Energie der gemischten
Anhydridbindung an Asp58 wird fu¨r lokale und weitreichende Konformationsa¨nderun-
gen im CheY2-P-Moleku¨l verbraucht [162]. Hier war es interessant herauszufinden,
welche Strukturbindungen im Nahbereich der Asp58 - Phosphat - Bindungsstelle zum
Konformationswechsel in Regionen fu¨hren, die fu¨r die Wechselwirkung mit dem Flagel-
lenmotor zusta¨ndig sind. Die gro¨ßten Unterschiede zwischen beiden Strukturen, mit
RMSD-Werten > 0,25 nm, wurden im aktiven Zentrum und bei den C-terminal gele-
genen Sekunda¨rstrukturelementen α4 − β5 − α5 beobachtet (3.4.8). Diese Unterschiede
liegen deutlich u¨ber Variation innerhalb der einzelnen Strukturbu¨ndel. In Abbildung
4.1 sind vergleichend die Orientierungen der Reste Asp58, Phe59, Thr88 und Lys110 im
CheY2- (A) und CheY2-BeF3 - (B) Moleku¨l gezeigt.
Abb. 4.1: Konformation der Reste Asp58, Phe59, Thr88 und Lys110 (gelb) im
aktiven Zentrum bei (A) CheY2 und (B) CheY2-BeF3 . Die Carboxylatgruppe
von Thr88 ist als rote Kugel dargestellt, mo¨gliche Wasserstoffbru¨cken durch
parallele Linien. NOE-Kontakte, die die Position der Seitenkette von Phe59
fixieren sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet. Zusa¨tzliche, in NOE-
Kontakte zu Phe59 involvierte Reste sind blau unterlegt.
Aus den ermittelten Unterschieden zwischen aktiver und inaktiver Form des CheY2-
Moleku¨ls wurde die folgende Modellvorstellung fu¨r den Vorgang der Aktivierung ent-
wickelt: In der Anordnung bei CheY2 wird eine Wasserstoffbru¨cke zwischen Lys110
und Asp58 begu¨nstigt. Dadurch wird die Orientierung von Helix α5 sowie das akti-
ve Zentrum stabilisiert. Im CheY2-BeF-Moleku¨l wird durch die Verschiebung von α5
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die Orientierung von Lys110 vera¨ndert, so daß diese Wasserstoffbru¨cke aufbricht. Die
Seitenkette von Phe59 klappt in Richtung von α4 um und liegt damit in Na¨he der hydro-
phoben Seitenketten von Ile86, Leu95 und Val96. Eine Konformation, die hydrophobe
stabilisierende Wechselwirkungn zwischen diesen Resten und dem aromatischen Ring
von Phe59 begu¨nstigt. Die Carboxylatgruppe von Thr88 wird in Richtung Asp58 ver-
schoben und begu¨nstigt in dieser Konstellation die Ausbildung einer Wasserstoffbru¨cke
zum Hauptkettenamid von Asp58.
Diese im Zuge der CheY2-Aktivierung beobachteten Konformationsa¨nderungen fu¨hren
durch die koordinierte Verschiebung von Phe59, Thr88 und Lys110 zu einem weitreichen-
den Effekt (long-range effect). Die ra¨umliche Verschiebung von Helix α5 ist Ursache fu¨r
die vera¨nderte Wechselwirkung von Lys110 mit dem aktiven Zentrum. Die Verschiebung
von α4 wird durch Interaktion von Thr88 mit Asp58 und Umorientierung der Seitenkette
von Phe59 in Richtung der hydrophoben Reste Ile86, Leu95 und Val96 verursacht.
Fu¨r das CheY-Moleku¨l von E.coli wurden ebenfalls long-range Effekte postuliert. [122].
In diesem Fall wird das aktive Zentrum in der nicht-phosphorylierten Form durch den
in α1 gelegenen Rest Phe 14 ”
abgeschirmt“ [163] [164]. Bei Aktivierung wird die Was-
serstoffbru¨cke zwischen Lys110 und Asp58 aufgebrochen und eine neue zwischen Thr88
und Asp58 gebildet. Laut M. McEvoy et. al [165] ist Thr 88 zentral am Schaltmecha-
nismus bei CheY beteiligt. Die Umorientierung der Seitenkette von Thr88 ist mit einer
solchen der Seitenkette von Tyr 106 verknu¨pft. Diese dreht sich aus einer lo¨sungsmittel-
exponierten Lage zum Proteinkern hin. Dadurch wird die im Bereich von α4 − β5 − α5,
gelegene Seitenkette aus der Bindungsfla¨che fu¨r sowohl CheA als auch fu¨r den Motor
(FliM) entfernt. Das erho¨ht die Affinita¨t zur Motorbindungsstelle (FliM). Der Mecha-
nismus zeichnet sich durch punktuell erho¨hte Werte der chemischen Verschiebungsa¨nde-
rungen fu¨r die Reste D58, T88, Y106 und K110 aus [50]. Er ist durch entsprechende
NMR- und Kristall-Strukturdaten belegt [122] und wird allgemein als Y-T-Kopplung
bezeichnet.
Im CheY2-Moleku¨l ist der Thr-Rest konserviert, nicht jedoch der aromatische Rest in
β-Strang 5. Somit kann ein Y-T-Kopplungsmechanismus ausgeschlossen werden. Wird
an der Tyr106-analogen Position 107 in S. meliloti ein aromatischer Rest eingefu¨gt, so
ist die Motorbindung schwa¨cher [160]. Die NMR-Daten von CheY2-V107W weisen auf
gro¨ßere konformationelle Vera¨nderungen hin. Die schwache Motorbindung wird hier
aber nicht durch Fehlen der Phosphorylierung bedingt [160], vielmehr finden Struktur-
vera¨nderungen statt, die im Bereich der Motorbindungsstelle (α4 − β5 − α5) lokalisiert
sind.
Im Vergleich zum E.coli -CheY sind die chemischen Verschiebungsa¨nderungen als Folge
der Aktivierung bei CheY2 nicht punktuell auf einzelne Reste beschra¨nkt, sondern u¨ber
eine gro¨ßere, zusammenha¨ngende, C-terminal gelegene Region von CheY2 verteilt. Die
Spezifita¨t Proteinwechselwirkung von CheY2-P mit CheA oder dem Motor, wird daher
nicht durch den Schaltmechanismus eines einzelnen Aminosa¨urerests erreicht, sondern
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durch Vera¨nderung gro¨ßerer Oberfla¨chenbereiche.
Diese verschiedenen Mechanismen ko¨nnten (i) durch unterschiedliche Spezifita¨ten fu¨r
Protein-Protein-Interaktionen bedingt sein, da E.coli -CheY-P zusa¨tzlich mit der Phos-
phatase CheZ wechselwirkt und (ii) durch Unterschiede in der Motorsteuerung ver-
ursacht sein. Bei E. coli folgt die Antwort des Motors bei A¨nderungen der CheY-
P-Konzentration einer sigmoidalen Kinetik [166]. Dieses Verhalten ist als eine Art
Domino-Effekt zu verstehen, der bei einer bestimmten Besetzungszahl der 35 FliM-
Bindungsstellen zu einer Umkehr der Motorrotation fu¨hrt. Da die Motorrotation bei S.
meliloti erstens nur im Uhrzeigersinn erfolgt und zweitens durch Bindung von CheY2-
P abgebremst wird ist eine graduelle Verlangsamung in Abha¨ngigkeit Motorgebunden
CheY2-P-Moleku¨le anzunehmen.
4.3 Wechselwirkung mit der P2-Doma¨ne von CheA
Zusa¨tzlich zur Interaktion mit dem Motor (FliM + Protein ?) bindet CheY2-P an die
nicht aktive His-Autokinase zum Transfer des Phosphats. Diese Retro-Phosphorylierung
ist als Mechanismus im sensorischen Signalweg neu und bedarf daher einer eingehenden
Analyse. Aus diesem Grund wurden die Wechselwirkungen von CheY2 bzw. CheY2-
BeF3 mit der P2-Doma¨ne von CheA mittels chemical shift mapping untersucht. Die
CheY2-Bindedoma¨ne von CheA (P2-Doma¨ne) umfaßt die Reste 174 - 316 und wurde
rekombinant exprimiert.
Bei der Titration von CheY2 und CheY2-BeF3 mit P2 wurden an unterschiedlichen Re-
sten chemische Verschiebungsa¨nderungen, relativer Intensita¨tsverlust und verschwinden-
de Signale beobachtet. Fu¨r diese Beobachtungen gibt es mehrere Interpretationen: (i)
Bei schnellem Austausch ist eine Intensita¨tsabnahme aufgrund erho¨hter T2-Relaxation
wa¨hrend des INEPT-Schrittes anzunehmen. Fu¨r indirekt beteiligte Reste sind keine
signifikanten chemischen Verschiebungsa¨nderungen zu erwarten. (ii) Ein signifikanter
chemischer Verschiebungsunterschied, zusammen mit einer durch Austauschverbreite-
rung induzierten Intensita¨tsreduktion, spricht fu¨r eine Beteiligung der Amidgruppe an
der Interaktion. (iii) Analoges gilt fu¨r Signale im langsamen Austausch, deren Inten-
sita¨tsreduktion mit dem Auftreten eines neuen Signals verbunden ist. (v) Eine durch
Protein-Protein-Wechselwirkung verursachte starke Austauschverbreiterung ist fu¨r Si-
gnale zu erwarten, die bereits bei kleinen Ligandenkonzentrationen verschwinden und
keine signifikanten Verschiebungsunterschiede zeigen.
Bei CheY2 war der Großteil der Vera¨nderungen im C-terminalen Bereich, innerhelb
von α4, β5 und α5, sowie im aktiven Zentrum des Proteins lokalisiert. Nahe der Pro-
teinoberfla¨che gelegene, beeinflußte Reste sind in der C-terminalen Region zu finden
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(Abb. 3.15). Dies la¨ßt auf eine C-terminal gelegene CheA-Bindungsfla¨che im CheY2-
Moleku¨l schließen. Bei der Aktivierung von CheY2 wurden in a¨hnlichen Bereichen
signifikante Unterschiede beobachtet. Zudem ist die Bindung von CheY2 an CheA-P
direkt an die Aktivierung von CheY2 gekoppelt. Hieraus kann auf den Mechanismus der
Wechselwirkung geschlossen werden. Die CheA-P-Bindung induziert im CheY2-Moleku¨l
einen Konformationswechsel, der die Phosphorylierung durch die P1-Doma¨ne von CheA
begu¨nstigt. Dieser Konformationswechsel im Zuge der Bindung an CheA ko¨nnte fu¨r den
U¨bergang von der inaktiven in die aktive Form von CheY2 entscheidend sein.
Bei der Wechselwirkung von CheY2-BeF3 mit der P2-Doma¨ne von CheA wurden eben-
falls signifikante Vera¨nderungen im aktiven Zentrum, in Helix α1 und in der C-terminalen
Region α4 - β5 - α5 beobachtet. Der Vergleich der bindenden Proteinoberfla¨chen von
CheY2 und CheY2-BeF3 zeigt aber deutliche Unterschiede in der Lokalisation dieser
Bereiche. Fu¨nf Reste werden sowohl bei CheY2 als auch bei CheY2-BeF3 bei der Wech-
selwirkung signifikant beeinflußt.
Anhand der Daten kann ein Arbeitsmodell fu¨r die Wechselwirkung zwischen CheY2-
BeF3 und P2 beschrieben werden. Der Einfluß auf die ra¨umlich von der Bindungsstelle
entfernt gelegenen Bereiche α1 und das aktive Zenrum wird durch long-range Effekte
verursacht. Die Konformation des Proteins, insb. des aktiven Zentrums in der P2-
gebundenen Form ist optimal fu¨r den Phosphattransfer von CheY2-P zuru¨ck zu CheA.
Die unterschiedliche Lokalisation der Bindungsfla¨chen von CheY2 und CheY2-BeF3 zur
P2-Doma¨ne spiegelt unterschiedliche, spezifische Bindungsmodi wieder.
Bei aus E.coli -CheY liegt die Bindestelle fu¨r die P2-Doma¨ne auch im C-terminalen
Bereich. Dies geht aus NMR-Titrationsexperimenten und Kristallstrukturanalysen her-
vor [165,167–169]. Die bei CheY2 und CheY2-BeF3 beteiligten Reste Gly91 und Glu122
sind bei CheY (E. coli) an der Bindung zur P2-Doma¨ne beteiligt. Dies erkla¨rt mo¨gli-
cherweise die Tatsache, daß S. meliloti -CheA-Kinase den Responsregulator CheY (E.
coli) phosphorylieren kann (B. Scharf, pers. Mitteilung). Die Frage ob die unterschied-
liche Phosphorylierung (Retrophosphorylierung) von CheY2 (S. meliloti) und CheY (E.
coli) durch verschiedenartige Bindung an den Kinasen und/oder durch den Phosphat-
transfermechanismus verursacht wird, bleibt weiter offen.
4.4 Mutantenproteine CheY2-D14K, CheY2-N60R
und CheY2-V107W
Die S. meliloti -Mutanten CheY2-D14K und CheY2-N60R zeigen eine reduzierte Schwimm-
geschwindigkeit und sind chemotaktisch nur schwach aktiv. Bei diesen als dauernd
aktiv einzustufenden Pha¨notypen liegt daher eine versta¨rkte Bindung an den Flagellen-
motor vor. Die Mutantenproteine in Kombination mit den Strukturen von CheY2 und
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CheY2-BeF3 ermo¨glichen Einsichten in den Zusammenhang zwischen Phosphorylierung
und Motorbindung.
CheY2-D14K kann nicht mehr durch CheA phosphoryliert werden [160]. CheY2-N60R
hingegen ist phosphorylierbar und besitzt eine deutlich erho¨hte Halbwertszeit (B. Scharf,
pers. Mitteilung). Bei CheY2-D14K wurden signifikante Unterschiede in den chemischen
Verschiebungen im Bereich des aktiven Zentrums, das nahe an der Mutationsstelle liegt,
und in der C-terminalen Region des Proteins beobachtet. A¨hnliche Bereiche werden
auch bei der Aktivierung von CheY2 durch Beryllofluoridierung signifikant beeinflußt.
Daher wird vermutet, daß die Konformation von CheY2-D14K der von CheY2-BeF3
weitgehend entspricht. Ursache hierfu¨r ist die Punktmutation, die einen Wechsel zuru¨ck
in die inaktive Form verhindert. Zudem wird die Motorbindungsstelle von CheY2 im
C-terminalen Bereich vermutet. Hierfu¨r spricht u.a. die stark reduzierte Motorbindung
einer C-terminal eingefu¨hrten Punktmutation Val107Trp.
BeimMutantenprotein CheY2-N60R waren die signifikanten chemischen Verschiebungs-
a¨nderungen imWesentlichen auf den Bereich der Mutation beschra¨nkt. Im C-terminalen
Bereich, der Motorbindungsstelle wurden kaum Vera¨nderungen beobachtet. Der Pha¨no-
typ von CheY2-N60R kann somit nicht durch eine mutationsbedingte Konformationsa¨nde-
rung erkla¨rt werden. Vielmehr ist anzunehmen, daß die Mutation die Phosphatbindung
stabilisiert. Die permanent aktive Konformation ist also prima¨r nicht mutationsbedingt,
sondern Ursache der Phosphatbindung in Analogie zur Aktivierung von CheY2.
Insgesamt konnte anhand der drei Mutantenproteine CheY2-D14K, CheY2-N60R und
CheY2-V107W nachgewiesen werden, daß (i) die Motorbindungsstelle von CheY2 analog
wie die P2-Bindungsstelle C-terminal lokalisiert ist und daß (ii) in CheY2 die Phospho-
rylierung abgekoppelt von der Motorbindung ist, d.h. die Phosphorylierung ist nur im
Wildtypprotein eine notwendige Bedingung fu¨r die Bindung an den Motor. Dies trifft
auch fu¨r E. coli -CheY zu, mit u¨berlappenden C-terminalen Bindungsstellen fu¨r CheA
und den Motor [170] und [171] .
Entsprechende Mutanten von CheY (E.coli) und CheY2 (S. meliloti) zeigen a¨hnliches
Verhalten. Die Mutantenproteine CheY-D13K und CheY-N59R bewirken einen dau-
ernd aktiven Pha¨notyp [172] [173]. Die Phosphorylierbarkeit der Mutante CheY-D13K
ist stark reduziert. Hier wird angenommen, daß die Punktmutation im aktiven Zentrum
den Phosphattransfer durch die Kinase hemmt. Die Aktivierung erfolt unabha¨ngig von
der Phosphorylierung durch Strukturvera¨nderungen im C-terminalen Bereich, der Mo-
torbindungsstelle [67] [174].
Die E. coli Mutante CheY-N59R ist im Vergleich zu nativem CheY mit AcP normal
phosphorylierbar und besitzt die gleiche Autodephosphorylierungsrate. Jedoch kann
CheY-N59R-P nicht effektiv durch die Phosphatase CheZ dephosphoryliert werden [173].
Dieser Vergleich zeigt, daß trotz der unterschiedlichen Zwei-Komponenten Systeme von
E.coli und S.meliloti durchaus vergleichbare Mechanismen wirksam sind, soweit es die
globalen Merkmale der Komponenten betrifft.
DISKUSSION 79
4.5 Phosphorylierungskinetik von CheY2
Die weitgehende U¨bereinstimmung mittels 32P [160] bzw. durch 31P-NMR (3.7) be-
stimmten Daten unterstreicht die Zuverla¨ssigkeit der 31P-NMR Methode. Durch Be-
stimmung einzelner Phosphat-Umsatzraten im System Protein/AcP bei einigen CheY2
Mutanten (s. 3.7) konnte ermittelt werden, inwieweit die Phosphatbindung durch die
Mutation gesto¨rt ist. Jedoch ließen die Einzelmessungen keine Aussage daru¨ber zu,
ob die Effekte durch vera¨nderte Affinita¨t zu AcP oder durch unterschiedliche Halb-
wertszeiten verursacht sind. Diese beiden Gro¨ßen ko¨nnten bei ausreichenden Protein-
mengen durch Variation der Substratkonzentration ermittelt werden. Dies wurde fu¨r
CheY2 und CheY1 durchgefu¨hrt. Aus den an die Michaelis-Menten-Gleichung angepaß-
ten Meßdaten wurde eine Geschwindigkeitskonstante k der Reaktionsgleichung (2.6) von
0, 033 ± 0, 0011/s ermittelt, entsprechend Halbwertszeit von T1/2 = 20, 9 ± 0, 8s. Diese
liegt doppelt so hoch wie die von Sourjik und Schmitt [99] beschriebene Halbwertszeit
von ca. 10.5 s. Das kann auf unterschiedliche Pufferzusammensetzungen (pH 6,83 bzw.
7,9) und Messbedingungen beruhen [119]. Die Michaelis-Menten-Konstante fu¨r das Sy-
stem CheY2 - AcP wurde mit KM = 9, 8 ± 0, 8mM bestimmt.
Im Vergleich zu CheY2 war der Phosphatumsatz von CheY1 deutlich ho¨her. Aus den
Messdaten mit unterschiedlichen AcP Konzentrationen konnte keine Reaktionskinetik
ermittelt werden. Es stellte sich heraus, daß die Reaktion 4.1
CheY1-P + AcP
←−−→ CheY1-P + AcOH (4.1)
bei den verwendeten AcP-Mengen (10 mM bis > 120 mM) bereits im Sa¨ttigungsbe-
reich lag. Eine Abscha¨tzung der Halbwertszeit des Zerfalls ergab den von Sourjik und
Schmitt [99] genannten Wert von ca. 11 s.
In der chemotaxis Signalkette tra¨gt der Zerfall von CheY2-P aufgrud der intrinsischen
Phosphataseaktivita¨t laufend zur Inaktivierung von CheY2-P bei. Die Halbwertszeit
von CheY2-P (T1/2 = 20 s) ist fu¨r die zuverla¨ssige Signaltransduktion um zwei Gro¨ßen-
ordnungen zu langsam. Die Signalprozesse erfolgen im Bereich von Millisekunden.
Die Beschleunigung des CheY2-P Zerfalls wird bei S. meliloti durch die aufwendige,
aber ho¨chst effiziente Retrophosphorylierung erreicht, bei dem die Phosphatgruppe von
CheY2-P u¨ber CheA zu CheY1 u¨bertragen wird. CheY1 fungiert als Phosphatabfluß,
der selbst im Sekunden-Takt wieder unphosphoryliert zur Verfu¨gung stehen muß. Auf
Dauer reicht selbst ein 10-facher U¨berschuß nicht aus, um alles Phosphat aufzuneh-
men [99].
Daher erfordert die Sensitivita¨t des chemotaktischen Systems weitere Mechanismen die
CheY2-P effektiv dephosphorylieren. Ein mo¨glicher beschleunigter Abbau durch andere
Proteine, wie z.B. CheB von S. meliloti. CheB, die Methylesterase zur Demethylierung
der Rezeptoren. CheB zerfa¨llt vier mal schneller als CheY2-P und wird zudem durch
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CheA phosphoryliert (B. Scharf, pers. Mitteilung). Ein Effektiver Phosphatabbau wa¨re
durch Phosphattransfer von CheY2-P zu CheA und weiter zu CheB gegeben.
Kapitel 5
Zusammenfassung
 Die Strukturaufkla¨rung mittels NMR-Spektroskopie ist einerseits durch die Meß-
techniken und -methoden, andererseits durch die Ver- und Bearbeitung der expe-
rimentellen Daten gepra¨gt. Die manuelle Vorverarbeitung der Daten stellt einen
sehr zeitaufwendigen Prozeß dar, der durch Automatisierung mo¨glichst vieler Ein-
zelschritte verku¨rzt werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Routinen zur
Automation von Signalsuche und Signalklassifizierung in n-Dimensionalen NMR-
Spektren entwickelt. Das Grundniveau fu¨r die automatische Signalsuche wurde
aus der Verteilung der Amplituden der einzelnen Datenpunkte berechnet. Dieses
konnte mittels eines iterativen Verfahrens, das speziell die Charakteristik der peak-
picking-Routine beru¨cksichtigt, weiter verfeinert werden. Fu¨r Signalklassifizierung
auf Basis der Bayesschen Analyse ist eine statistisch signifikante Menge an Rausch-
signalen erforderlich. Hierzu erwies sich das oben genannte Niveau als gu¨nstig, da
bei der automatischen Signalsuche u¨ber diesem Niveau eine ausreichende Men-
ge an Rauschsignalen vorhanden war. Bei der Bayesschen Analyse wurden die
beiden Klassen Rauschsignal und wahres Signal verwendet. Analog zum 2D-Fall
wurden die Signalwahrscheinlichkeiten zuna¨chst aus den Verteilungsfunktionen der
Eigenschaften Intensita¨t und Signalform berechnet. Die Trennscha¨rfe dieser bei-
den Merkmale erwies sich jedoch als nicht ausreichend. Aus diesem Grund wurden
zusa¨tzlich zwei neue Merkmale beru¨cksichtigt. Erstens die Existenz eines Diago-
nalsignals und zweitens die Anzahl der Kreuzsignale im jeweiligen Spinsystem.
Hierdurch wurde die Trennscha¨rfe der Bayesschen Analyse, vor allem bei NOESY-
artigen 3D-Spektren, deutlich gesteigert. Insgesamt stellen die hier beschriebenen,
automatisierten Routinen einen effektivenWeg zur Reduktion von NMR-Daten dar
und liefern eine solide Basis fu¨r die weitere Datenverarbeitung wie z.B. Struktur-
bestimmung.
 In der sensorischen Signalkette von Sinorhizobium meliloti ist CheY2 (14 kDa)
der dominante Responsregulator, der in seiner aktiven, phosphorylierten Form
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(CheY2-P) die Rotation des Flagellenmotors steuert. CheY2 wird an Asp58
durch die Histidin-Autokinase CheA phosphoryliert. Ein ungewo¨hnlicher Ru¨ck-
transfer des Phosphats von CheY2-P nach CheA sorgt fu¨r eine effiziente, schnelle
(ms) Inaktivierung des Responsregulators. Von CheA wird der Phosphatrest auf
den anderen Responsregulator u¨bertragen, der als Phosphatabfluß fungiert. Mit
Analysen der NMR-Lo¨sungsstrukturen von CheY2 und CheY2-BeF3 (als stabiles
Struktur-Analogon von CheY2-P) sollten Unterschiede zwischen den beiden Kon-
formationen gekla¨rt werden, die (i) zur Moleku¨l-Aktivierung fu¨hren und die (ii)
den Phosphattransfer ermo¨glichen. Es wurde zuna¨chst nachgewiesen, daß BeF3-
gebundenes CheY2 ein stabiles Analogon der aktiven, phosphorylierten Form dar-
stellt. Aus diesem Grund wurde CheY2-BeF3 zur Strukturbestimmung der aktiven
Form, CheY2-P verwendet. Die Strukturen wurden mit 1655 bzw. 1660 nichtred-
undanten experimentellen Einschra¨nkungen bestimmt. Die Strukturbu¨ndel der 16
energiea¨rmsten Strukturen besitzen RMSD-Werte von 0,42 A˚bzw. 0,27 A˚. Beide
Konformationen sind also sehr gut definiert, und besitzen die fu¨r Responsregula-
torproteine typische globale Faltung in Form einer offenen (α/β)5-Konformation.
Durch Vergleiche beider Strukturen wurden die molekularen Mechanismen bei
Aktivierung des Proteins aufgekla¨rt. Die Phosphatbindung an Asp58 verursacht
gro¨ßere Konformationsa¨nderungen, die eine C-terminal gelegene Motorbindungs-
stelle aktivieren. Ferner a¨ndert sich die Konformation des aktiven Zentrums: eine
Wasserstoffbru¨cke zwischen Asp58 und Lys110 bricht auf. Dies ermo¨glicht eine
ra¨umliche Verschiebung von Helix α5 und β-Strang β5. Die Stabilisierung des
aktiven Zentrums wird im phosphatgebundenen Zustand durch eine neue Was-
serstoffbru¨cke zwischen Asp58 und Thr88 erreicht. Aus dem Umklappen der Sei-
tenkette von Phe59 resultiert eine hydrophobe Interaktion mit den Resten Ile86,
Leu95 und Val96. Hierdurch wird die ra¨umliche Verschiebung von α4 induziert.
Diese innermolekularen Verschiebungen erkla¨ren die bei Aktivierung von CheY2
beobachteten Konformationsa¨nderungen. Diese sind im Wesentlichen auf den C-
terminalen Bereich von α4 - β5 - α5 konzentriert, der die Motorbindungsstelle
entha¨lt. Die Modulation der C-terminalen Oberfla¨che des Moleku¨ls ist somit Ur-
sache fu¨r die erho¨hte Affinita¨t von CheY2-P zum Flagellenmotor.
 Voraussetzung fu¨r Phosphorylierung und Dephosphorylierung des Responsregula-
tors CheY2 sind starkeWechselwirkungen von CheY2 und CheY2-P (CheY2-BeF3 )
mit der Bindungsdoma¨ne P2 von CheA. Fu¨r die folgenden Studien wurde daher
das P2-Fragment rekombinant exprimiert und gereinigt. CheY2 bindet in der in-
aktiven und aktiven Konformation mit etwa gleicher Affinita¨t an die Kinase CheA.
Die jeweiligen Interaktionsfla¨chen mit der P2-Doma¨ne wurden in der C-terminalen
Region α4 - β4 - α5 lokalisiert. Aufgrund der unterschiedlichen Konformationen
von CheY2 und CheY2-BeF3 liegen diese Bindungsdoma¨nen in unterschiedlichen
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Oberfla¨chenbereichen. In beiden Konformationen sind die Reste Gly91, Arg93,
Val107, T113 und Glu122 entscheidend an der Bindung beteiligt. Die u¨brigen In-
teraktionen gehen von unterschiedlichen Resten aus: bei CheY2 sind dies Gln28,
Ala89, Thr88, Leu87, Asn106, Asn 105 und Phe125, bei CheY2-BeF3 sind es
Asp24, Q33, Gln90, Ala100, Lys110, Ile114, Lys116 und Phe112. Fu¨r die Bindung
von CheY2 bzw. CheY2-BeF3 an P2 sind folglich u¨berlappende, aber insgesamt
distinktive Wechselwirkungen verantwortlich. Bei Bindung von P2 an CheY2 bzw.
CheY2-P nehmen letztere daher Konformationen an, die den Phosphattransfer von
bzw. nach CheA begu¨nstigen. Die Bindung von CheY2 bzw. CheY2-P an CheA
kann hier (i) durch unterschiedliche Bindungsmodi, d.h. verschiedene Interakti-
onsfla¨chen und (ii) bei gleichen Wechselwirkungsfla¨chen in CheA durch eine iden-
tische, CheA-gebundene Konformation von CheY2 bzw. CheY2-P erkla¨rt werden.
Die mittels NMR-Spektroskopie gezeigte effektive Wechselwirkung von inaktiven
und aktiven CheY2 ist zudem eine notwendige Voraussetzung fu¨r den ungewo¨hnli-
chen Retrophosphorylierungs-Mechanismus im Zwei-Komponenten-System von S.
meliloti.
 Durch NMR-spektroskopische Charakterisierung der Mutantenproteine CheY2-
D14K und CheY2-N60R wurden die Zusammenha¨nge zwischen Aktivierung und
Motorbindung erhellt. Beide Mutationen fu¨hren bei S. meliloti zu einer dauernd
aktivierten Form des Proteins. Die Vera¨nderungen in CheY2-D14K korrelieren
sehr gut mit denen bei der Aktivierung von CheY2. Daraus, daß CheY2-D14K
nicht phosphoryliert werden kann, ist zu schließen, daß die Konformation der Mu-
tante die aktiven Form von CheY2 simuliert. Die Vera¨nderungen sind auf den
C-terminalen Bereich der Elemente von α4, β5 und α5 konzentriert.
Die Mutante CheY2-N60R kann im Gegensatz zu CheY2-D14K phosphoryliert
werden, sie zerfa¨llt jedoch mit einer deutlich erho¨hten Halbwertszeit. Gemesse-
ne Vera¨nderungen im Moleku¨l sind lokal auf die Mutationsstelle beschra¨nkt. Die
globale Konformation der Motorbindungsstelle ist nicht vera¨ndert. Die Punktmu-
tation ist somit die Ursache einer festeren Phosphatbindung ohne gro¨ßere Effekte
auf die globale Struktur. Der Konformationswechsel zur aktiven Form muß daher
analog zu CheY2 durch (eine stabilere) Phosphorylierung an Asp58 ausgelo¨st wer-
den.
Eine weitere Punktmutation Val107Trp fu¨hrt zu einem schnell schwimmenden
Pha¨notyp, dessen Flagellenmotor nicht mehr reguliert ist. Der Austausch hemmt
die Bindung von CheY2-V107W an den Motor. Trotz dieser reduzierte Affinita¨t
zum Motor ist sie phosphorylierbar.
Insgesamt folgt aus den Daten, daß Motorbindngsstelle C-terminal lokalisiert ist.
Dieser Bereich von CheY2 und schließt das Sekunda¨rstrukturelement β4 und be-
nachbarte Bereiche der Helices α4 und α5 ein. Insbesondere zeigen die Ergebnis-
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se, daß in CheY2 Phosphorylierung und Motorbindung voneinander abgekoppelte
Prozesse sind, d.h. daß die Bindung von Phosphat nicht notwendig fu¨r die Bin-
dung an den Motor ist.
 Die Phosphorylierungskinetiken von CheY2 wurden gema¨ß
AcP + CheY2
←−−→ AcOH + CheY2-P (5.1)
CheY2-P
←−−→ CheY2 + Pi (5.2)
mittels 31P-NMR-Spektroskopie gemessen. Im Rahmen einer Michaelis-Menten
Reaktionskinetik wurden die Halbwertszeiten von CheY2-P und CheY1-P mit 21
s bzw. 11 s bestimmt. Die KM -Werte von CheY2 und CheY1 in Bezug auf
AcP wurden mit 9,8 mM bzw. 2 mM bestimmt. Das Mutantenprotein CheY2-
D58N wird nicht phosphoryliert. Dadurch konnte demonstriert werden, daß Asp
58 die einzige Phosphorylierungsstelle in CheY2-Moleku¨l ist. Durch Messungen
im terna¨ren System CheY2 - CheA - CheY1 wurde zudem gezeigt, daß CheY2-P
effektiv an CheA bindet, CheY1 aber nicht. Dies ist ein weiterer Beleg dafu¨r, daß
die aktive Form CheY2-P zum Retrotransfer des Phosphats an CheA binden muß.
Es bleibt zu kla¨ren, wie CheY2-P in vivo den
”
Spagat“ zwischen FliM (Motor-
steuerung) und CheA (Retrophosphorylierung) schafft, weil diese beiden Liganden
in verschiedenen, membrangebundenen Komplexen lokalisiert sind.
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Abku¨rzungen:
[.] Konzentration
1D eindimensional
2D zweidimensional
3D dreidimensional
AcP Acetylphosphat
AcOH Essigsa¨ure
Amp Ampicillin
ATP Adenosin-T ri-Phosphat
BeF Beryllium-F luorid
BSA Bovine serum albumin
c[...] Konzentration
CNS Crystallography and NMR system
COSY Correlation spectroscopy
CPK Kalottenmodell nach Corey, Pauling, Koltun
CSI Chemical shift index
CW clockwise
CCW counter clockwise
d Abstand
dXY (i,j) Abstand von Atom X zu Y in Aminosa¨ure an Position i bzw. j
DA Dalton
∆ppmg(A,B) gewichtete chemische Verschiebung der Kerne A und B
DSS 4,4-Dimethyl-4-Silapenthan-Sulfonsa¨ure
DTT Dithiothreitol
DYANA Dynamics algorithms for NMR applications
ECL Enhanced Chemoluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
FID F ree induction decay
FPLC Fast performace liquid chromatography
FRET F luoreszenz Energie T ransfer
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsa¨ure
HSQC Heteronuclear single quantum coherence
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactosid
IMPACT Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag
INEPT insensitive nuclei enhanced by polarisation transfer
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k Geschwindigkeitskonstante einer chem. Reaktion
K Kelvin
KM Michaelis-Menten-Konstante
LB Luria broth
M Molar
MCP Methyl accepting chemotaxis protein
MWCO Molecular weight cutoff
NMR Nuclear magnetic resonance
NOESY Nuclear overhauser enhancement spectroscopy
P2 CheY2-Bindedoma¨ne von CheA
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
Pi anorganisches Phosphat
ppm parts per million
RMSD root mean square deviation
SDS Sodium dodecyl sulfat
T Temperatur in Kelvin
T 1
2
Halbwertszeit
TBS Tris-gepufferte Salzlo¨sung (T ris-buffered saline)
TF target function: Energiemaß fu¨r berechnete Strukturen in DYANA
TPPI T ime proportional phase incrementation
TOCSY Total correlation spectroscopy
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TROSY T ransverse relaxation optimized spectroscopy
vmax Maximalgeschwindigkeit
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100 ANHANG A
Anhang A: Chemische Verschiebungen von CheY2
Met 1 CG 36,069 CG 25,460 CA 58,888
HB2 1,934 CA 58,597 CD 29,226 HN 9,031
HB3 1,934 HN 8,36 CB 33,389 Val 12
HA 4,306 Lys 6 HA 4,790 HG1* 0,546
Ser 2 HG2 1,233 CE 41,724 HG2* 0,546
C 174,082 HG3 1,233 CA 56,207 N 123,968
HB2 3,97 HB2 1,93 Val 9 C 174,420
HB3 3,97 HB3 1,93 HG2* 0,649 HB 2,137
HA 4,50 N 116,902 HG1* 0,695 CG2 20,792
CA 59,391 C 175,981 HB 1,918 CG1 20,997
CB 63,458 CG 25,525 N 125,253 CB 32,009
Leu 3 CD 28,600 C 172,710 HA 4,772
HD1* 0,511 HE2 3,020 CG2 22,908 CA 59,990
HD2* 0,511 HE3 3,202 CG1 23,181 HN 8,581
HB2 1,48 CB 33,385 CB 34,412 Asp 13
HB3 1,48 HA 4,240 HA 5,126 N 123,326
N 120,757 CE 44,036 CA 60,441 C 175,119
C 177,704 CA 56,087 HN 9,023 HB3 2,34
CD1 23,361 HN 7,591 Leu 10 HB2 2,683
CD2 23,361 Ile 7 HD2* 0,468 HA 4,55
CG 27,388 HG2* 0,783 HD1* 0,574 CB 42,732
HA 4,04 HB 1,94 HG 1,101 CA 54,764
CB 44,300 N 120,757 HB2 1,659 HN 8,040
CA 55,636 CG2 17,871 HB3 1,659 Asp 14
HN 7,69 C 175,116 N 131,034 N 125,895
Ala 4 CG1 26,510 C 174,255 C 175,875
N 120,757 HA 3,984 CD2 23,863 HB2 2,845
C 178,224 CB 38,115 CG 27,138 HB3 2,845
CB 22,515 CA 60,349 CD1 27,957 HA 4,80
HB1 3,257 HN 7,147 CB 43,881 CB 41,200
HB2 3,257 Lys 8 HA 5,14 CA 55,462
HB3 3,257 HG3 1,382 CA 52,159 HN 9,323
HA 4,266 HB2 1,39 HN 9,28 Gln 15
CA 55,717 HB3 1,39 Ile 11 N 121,399
HN 7,986 HG2 1,529 HG2* 0,737 C 175,639
Glu 5 HD2 1,630 HG12 1,145 HB2 2,20
N 112,406 HD3 1,630 HG13 1,145 HB3 2,219
C 177,015 HN 11,046 HB 1,646 CB 29,254
HB2 2,13 N 131,677 N 122,041 HA 4,520
HB3 2,13 C 176,502 C 176,842 CA 54,126
CB 29,406 HE2 2,890 CB 40,212 HN 9,07
HA 3,99 HE3 2,890 HA 5,044 Val 16
ANHANG A 101
HG1* 1,045 HG 1,745 CA 47,642 N 120,757
HG2* 1,045 HB2 1,91 HN 8,354 C 178,107
N 126,538 N 119,472 Asp 24 CB 28,321
C 177,018 C 179,434 N 121,399 HA 4,122
HB 2,14 CD1 25,590 C 178,409 CA 59,110
HA 3,462 CD2 25,590 HB3 2,785 HN 8,081
CB 31,672 CG 27,064 HB2 2,819 Leu 29
CA 66,593 HA 4,15 HA 4,416 HD1* 0,802
HN 8,62 CB 41,417 CB 41,037 HD2* 0,802
Thr 17 CA 57,864 CA 57,512 HG 1,262
HG2* 1,350 HN 8,36 HN 8,27 N 116,902
N 111,764 Leu 21 Ala 25 C 175,637
C 177,014 HG 1,673 HB1 1,618 HB2 2,26
CG2 21,748 N 119,472 HB2 1,618 HB3 2,314
HB 3,884 C 176,693 HB3 1,618 CD1 22,452
HA 4,239 HB2 2,273 N 122,041 CD2 22,452
CA 66,079 HB3 2,273 C 179,427 CG 25,616
CB 68,122 CD1 27,775 CB 21,009 HA 4,32
HN 8,258 CD2 27,775 HA 4,144 CB 42,672
Ser 18 CG 33,578 CA 55,179 CA 54,961
N 114,333 HA 4,31 HN 7,972 HN 7,652
C 176,844 CB 41,226 Leu 26 Gly 30
HB3 3,147 CA 57,869 HD1* 0,571 N 103,413
HB2 3,99 HN 7,591 HD2* 0,571 C 174,464
HA 4,313 Leu 22 HB3 1,141 HA2 3,529
CB 45,048 HD1* 0,736 N 114,975 HA1 4,18
HG 5,072 HD2* 0,736 C 180,044 CA 44,264
CA 62,026 HG 1,553 HB2 2,02 HN 7,590
HN 7,043 HB2 1,741 HA 4,10 Phe 31
Arg 19 HB3 1,741 CB 40,862 N 117,545
HD2 0,882 N 120,757 CA 57,678 C 175,309
HD3 0,882 C 178,226 HN 8,354 HB2 2,669
HB2 1,946 CD1 24,853 Gln 27 HB3 2,716
HB3 1,946 CD2 24,853 N 120,114 CB 38,460
N 123,968 CG 26,651 C 179,068 HA 4,226
C 179,262 HA 4,10 HB2 2,14 CA 59,164
HA 3,939 CB 41,274 HB3 2,14 HD1 6,91
CB 31,158 CA 57,864 CB 33,372 HD2 6,91
CA 60,495 HN 7,88 HA 4,117 HZ 6,97
HN 8,128 Gly 23 CA 59,763 HE1 7,65
Leu 20 N 105,983 HN 8,396 HE2 7,65
HD1* 1,368 C 175,649 Gln 28 HN 7,88
HD2* 1,368 HA2 3,530 HB2 1,850 Lys 32
HB3 1,63 HA1 3,993 HB3 1,850 HG3 1,443
102 ANHANG A
HG2 1,550 HN 7,754 CB 42,789 Met 44
HD2 1,709 Thr 35 CA 53,983 HB3 1,891
HD3 1,709 HG2* 1,208 HN 7,191 N 121,399
HB3 1,747 N 127,823 Gly 40 C 177,718
HB2 1,973 C 171,644 N 104,055 HB2 2,260
N 118,187 CG2 24,068 C 174,273 HG2 2,423
C 176,479 HB 3,789 HA2 3,686 HG3 2,423
HE3 2,245 HA 4,526 HA1 3,967 CB 31,388
CG 24,938 CA 61,331 CA 48,479 CG 32,315
CD 28,632 CB 68,703 HN 7,883 HA 4,31
HE2 3,146 HN 9,554 Glu 41 CA 57,230
CB 36,049 Ala 36 N 123,326 HN 8,30
CE 39,172 HB1 1,25 C 179,262 Lys 45
HA 4,67 HB2 1,25 HB2 2,056 HG2 1,044
CA 56,202 HB3 1,25 HB3 2,056 HG3 1,044
HN 8,245 N 127,823 HG2 2,191 HD2 1,617
Gln 33 C 175,477 HG3 2,191 HD3 1,617
NE2 112,149 CB 22,053 CB 29,768 HB2 1,919
N 122,041 HA 5,41 HA 4,09 HB3 1,919
C 172,905 CA 50,129 CA 59,810 N 120,114
CD 180,250 HN 8,723 HN 8,444 C 179,962
HB2 2,137 Ala 37 Gln 42 CG 24,911
HB3 2,137 HB1 1,250 NE2 114,290 CD 29,236
HG2 2,310 HB2 1,250 N 121,399 CB 32,153
HG3 2,310 HB3 1,250 C 179,167 HA 4,03
CB 28,869 N 122,041 CD 180,996 CE 41,729
CG 34,034 C 175,978 HB2 2,108 CA 59,715
HA 4,622 CB 22,931 HB3 2,108 HN 7,985
CA 55,445 HA 4,567 HG2 2,440 Ile 46
HE22 6,952 CA 50,094 HG3 2,440 HD1* 0,771
HE21 7,692 HN 9,033 CB 28,686 HG2* 1,228
HN 8,804 Gly 38 CG 32,944 HG12 1,365
Ile 34 N 104,055 HA 4,018 HG13 1,365
HG2* 0,750 C 172,877 CA 58,519 HB 1,809
HG12 1,354 HA2 3,622 HE22 6,921 N 118,187
HG13 1,354 HA1 4,560 HE21 7,716 C 177,528
HB 1,62 CA 44,824 HN 9,256 CG2 19,264
N 123,326 HN 8,362 Gly 43 CG1 28,799
C 175,656 Asp 39 N 102,771 HA 3,789
CG2 18,950 N 109,836 C 173,390 CB 38,066
CG1 27,080 C 176,325 HA2 3,529 CA 65,058
CB 41,287 HB3 2,997 HA1 4,00 HN 7,863
HA 5,09 HB2 3,338 CA 47,328 Met 47
CA 59,705 HA 4,894 HN 8,253 HG2 1,695
ANHANG A 103
HG3 1,695 CA 50,420 HB3 1,632 Phe 59
N 115,618 HD22 6,920 N 119,472 C 175,673
C 176,333 HD21 7,711 C 172,351 HB3 3,09
HB3 2,041 HN 8,55 CD1 25,808 HB2 3,40
HB2 2,314 Pro 51 CD2 25,808 CB 39,153
CB 30,846 HB3 1,946 CG 28,400 HA 4,90
CG 33,763 C 176,498 CB 44,794 CA 59,344
HA 4,19 HG2 2,004 HA 5,318 HD1 7,22
CA 56,744 HG3 2,004 CA 53,153 HD2 7,22
HN 7,94 HB2 2,25 HN 8,041 HZ 7,29
Ala 48 CG 27,462 Val 55 HE1 7,34
HB1 1,435 HD3 3,804 HG2* 0,355 HE2 7,34
HB2 1,435 CB 32,050 HG1* 0,952 Asn 60
HB3 1,435 HD2 4,074 HB 1,48 N 119,309
N 115,618 HA 4,553 N 126,538 HB2 2,225
C 179,086 CD 50,139 C 174,085 HB3 2,225
CB 21,503 CA 65,106 CG1 21,952 HA 3,612
HA 3,919 His 52 CG2 21,952 CB 38,059
CA 54,161 N 122,041 CB 33,449 CA 54,575
HN 8,130 C 173,217 HA 4,977 HN 8,848
Gln 49 HB3 2,818 CA 59,778 Met 61
NE2 110,419 CB 29,725 HN 9,036 N 123,711
N 113,692 HB2 3,23 Ile 56 HB2 2,084
C 176,159 HA 4,34 HD1* 0,747 HB3 2,084
CD 180,214 CA 54,636 HG2* 0,886 HG2 2,668
HB2 2,111 HD2 6,47 HG12 1,270 HG3 2,668
HB3 2,111 HN 7,426 HG13 1,270 HA 4,765
HG2 2,469 HE1 7,57 HB 1,589 HN 7,259
HG3 2,469 His 53 N 125,253 Pro 62
CB 29,922 N 118,829 C 174,082 HG2 1,924
CG 33,416 C 175,290 CB 39,112 HG3 1,924
HA 4,368 HB2 3,189 HA 4,789 HB3 1,926
CA 56,349 HB3 3,189 CA 59,805 C 176,327
HE22 6,870 CB 33,482 HN 8,805 HB2 2,471
HN 7,330 HA 4,519 Ser 57 HD2 3,696
HE21 7,462 CA 59,750 N 118,187 HD3 3,696
Asn 50 HE1 7,19 HB3 3,086 CB 32,771
ND2 110,436 HD2 7,72 HB2 3,489 HA 4,371
N 116,260 HN 8,253 HA 4,158 CA 63,090
CG 177,743 Leu 54 CA 55,605 Lys 63
HB3 2,693 HD1* 0,799 HN 8,46 HG2 1,361
HB2 2,969 HD2* 0,799 Asp 58 HG3 1,361
CB 38,780 HG 1,340 HB2 2,735 HD2 1,724
HA 4,943 HB2 1,632 HB3 2,735 HD3 1,724
104 ANHANG A
HB3 1,808 HB2 2,130 HB3 2,15 HN 8,157
N 111,764 CD2 20,900 HG2 2,516 Ala 75
HB2 2,360 CD1 25,029 HG3 2,516 HB1 1,50
HE2 2,955 CG 26,985 CB 29,293 HB2 1,50
HE3 2,955 HA 4,30 HA 3,89 HB3 1,50
CG 25,808 CB 40,420 CG 35,126 N 118,187
CD 29,573 CA 56,894 CA 59,177 C 177,359
HA 3,680 HN 8,067 HE22 6,887 CB 20,501
CB 31,379 Gly 68 HE21 7,195 HA 4,282
CE 41,810 N 111,764 HN 8,035 CA 52,679
CA 61,745 C 174,435 Ala 72 HN 7,528
HN 8,457 HA2 3,707 HB1 1,571 Asn 76
Met 64 HA1 4,240 HB2 1,571 ND2 112,149
HB3 1,698 CA 46,920 HB3 1,571 N 119,472
N 123,326 HN 8,73 N 122,041 HB3 2,66
HB2 2,146 Leu 69 C 180,815 HB2 3,70
CG 30,394 HB2 1,727 CB 21,541 CB 39,293
CB 35,984 HB3 1,727 HA 4,13 HA 5,05
HA 4,334 N 123,964 CA 55,198 CA 50,076
CA 56,225 C 180,477 HN 7,966 HN 6,942
HN 9,249 HA 4,22 Val 73 Pro 77
Asp 65 CB 42,194 HG1* 0,946 C 177,877
N 123,968 CA 58,056 HG2* 0,946 HG2 2,032
C 176,500 HN 8,573 N 119,472 HG3 2,032
HB3 2,670 Leu 70 C 179,102 HB3 2,130
HB2 3,312 HD1* 0,534 HB 2,001 HB2 2,465
HA 4,546 HD2* 0,534 CG1 20,997 CG 27,380
CB 41,224 HB2 1,783 CG2 21,295 HD3 3,523
CA 53,009 HB3 1,783 CB 26,388 HD2 3,805
HN 8,238 N 120,757 HA 4,118 CB 32,186
Gly 66 C 177,193 CA 64,599 HA 4,21
N 102,770 CD1 20,421 HN 8,833 CD 50,139
C 176,328 CD2 20,421 Arg 74 CA 65,523
HA2 3,940 CG 25,406 HG2 1,457 Ala 78
HA1 4,321 HA 3,053 HG3 1,457 HB1 1,547
CA 47,594 CB 40,775 HB3 1,686 HB2 1,547
HN 9,555 CA 58,168 N 115,618 HB3 1,547
Leu 67 HN 8,231 C 176,326 N 116,260
HD1* 0,833 Gln 71 HB2 2,03 C 179,257
HD2* 0,833 NE2 110,864 CG 27,681 CB 20,191
HB3 1,372 N 115,618 CB 29,374 HA 4,42
HG 1,739 C 178,409 HA 4,11 CA 53,661
N 117,545 CD 180,174 CD 42,482 HN 8,382
C 179,776 HB2 2,15 CA 57,104 Thr 79
ANHANG A 105
HG2* 1,030 HN 8,286 CG2 24,886 HB2 1,60
N 104,698 Ala 82 CG1 27,343 HB3 1,60
C 175,763 HB1 1,413 HA 4,785 N 129,107
CG2 21,604 HB2 1,413 CB 41,160 C 178,238
HB 4,623 HB3 1,413 CA 59,836 CB 19,981
HA 4,65 N 122,648 HN 9,25 HA 4,772
CA 61,510 C 177,891 Ile 86 CA 52,101
CB 69,223 CB 21,399 HG12 1,374 HN 9,56
HN 7,822 HA 4,22 HG13 1,374 Gln 90
Lys 80 CA 53,420 HB 1,80 NE2 112,577
HG3 1,442 HN 7,94 N 125,895 N 120,757
HG2 1,538 Ala 83 C 173,056 C 176,325
HD2 1,735 HB1 1,523 CG1 24,608 CD 179,548
HD3 1,735 HB2 1,523 CB 40,113 HB2 2,24
HB2 1,932 HB3 1,523 HA 5,290 HB3 2,24
N 120,114 N 125,253 CA 57,838 HG2 2,474
C 177,368 C 176,501 HN 7,972 HG3 2,474
HB3 2,001 CB 21,528 Leu 87 CB 28,846
CG 24,661 HA 4,74 HD1* 0,744 CG 33,432
CD 29,838 CA 51,302 HD2* 0,744 HA 4,385
HE2 3,059 HN 8,369 HG 1,345 CA 56,221
HE3 3,059 Phe 84 HB3 1,49 HE22 7,081
CB 32,593 N 125,253 HB2 1,509 HE21 7,593
CE 36,427 C 174,613 N 129,107 HN 8,83
HA 4,349 HB3 2,464 C 175,457 Gly 91
CA 59,806 HB2 3,271 CD1 25,978 N 109,836
HN 7,449 CB 45,037 CD2 25,978 C 173,907
Lys 81 HA 5,400 CG 27,616 HA1 3,904
HG2 1,443 CA 56,243 CB 43,853 HA2 3,904
HG3 1,443 HD1 6,83 HA 5,40 CA 45,662
HD2 1,704 HD2 6,83 CA 52,611 HN 8,641
HD3 1,704 HE1 7,07 HN 8,696 Asp 92
HB2 1,798 HE2 7,07 Thr 88 N 120,114
N 117,545 HZ 7,34 HG2* 1,336 HB3 2,708
C 176,669 HN 9,526 N 113,691 HB2 2,896
HB3 2,135 Ile 85 C 172,876 HA 4,676
CG 25,808 HD1* 0,424 CG2 22,043 CB 41,200
CD 29,573 HG2* 0,617 HB 4,117 CA 53,228
HE2 3,021 HG12 1,350 HA 5,078 HN 7,62
HE3 3,021 HG13 1,350 CA 59,419 Arg 93
CB 31,844 HB 1,563 CB 70,741 HB2 1,932
HA 4,40 N 129,750 HN 8,491 HB3 1,932
CE 41,810 C 173,738 Ala 89 N 122,041
CA 55,765 CD1 23,112 HB1 1,60 C 178,040
106 ANHANG A
CB 29,988 HG2 2,401 CB 21,740 HD22 7,301
HA 4,040 HG3 2,401 HA 4,140 HD21 8,058
CA 58,923 CB 28,189 CA 54,682 HN 9,323
HN 8,43 CG 34,627 HN 7,860 Asn 106
Ala 94 HA 4,53 Leu 102 N 111,121
HB1 1,468 CA 59,276 HD1* 0,755 C 172,877
HB2 1,468 HE22 7,044 HD2* 0,755 HB3 2,265
HB3 1,468 HE21 7,873 HB2 1,527 HB2 2,834
N 120,757 HN 7,971 HB3 1,702 HA 4,761
C 180,119 Lys 98 N 116,260 CB 41,867
CB 21,541 HB2 1,850 C 176,670 CA 52,041
HA 4,226 HB3 1,850 CD1 22,505 HN 7,748
CA 54,739 N 120,757 CD2 22,505 Val 107
HN 8,327 C 178,222 CG 26,516 HG1* 0,866
Leu 95 CB 32,919 HA 4,320 HG2* 0,866
HD2* 0,681 HA 4,122 CB 42,726 N 118,187
HD1* 0,813 CA 59,245 CA 54,770 C 173,909
HB3 1,586 HN 8,232 HN 7,600 HB 2,041
HB2 1,796 Ala 99 Gly 103 CG1 21,134
N 120,114 HB1 1,236 N 103,413 CG2 21,134
C 178,256 HB2 1,236 C 175,987 CB 33,873
CD1 24,360 HB3 1,236 HA2 3,82 HA 4,969
HA 4,013 N 119,472 HA1 4,23 CA 60,967
CB 40,845 C 179,451 CA 45,848 HN 8,47
CA 57,621 CB 22,071 HN 7,604 Leu 108
HN 7,75 HA 3,802 Ala 104 HD2* 0,662
Val 96 CA 54,691 HB1 1,290 HD1* 0,804
HG2* 0,843 HN 8,777 HB2 1,290 HB3 1,261
HG1* 0,994 Ala 100 HB3 1,290 HG 1,509
N 117,545 HB1 1,591 N 123,968 HB2 1,553
C 178,200 HB2 1,591 C 176,674 N 127,180
HB 2,151 HB3 1,591 CB 21,899 C 174,264
CG1 20,801 N 119,472 HA 4,140 CD1 24,545
CG2 23,067 C 181,330 CA 53,108 CD2 24,545
HA 3,407 CB 22,050 HN 8,554 CG 26,865
CB 31,425 HA 4,210 Asn 105 HA 4,608
CA 67,175 CA 55,108 ND2 112,809 CB 45,541
HN 7,707 HN 8,027 N 120,114 CA 53,277
Gln 97 Ala 101 C 174,661 HN 9,209
NE2 110,436 HB1 1,537 HB3 2,219 Ala 109
N 116,902 HB2 1,537 HB2 2,90 HB1 1,318
C 180,999 HB3 1,537 CB 39,073 HB2 1,318
HB2 2,347 N 121,399 HA 4,614 HB3 1,318
HB3 2,347 C 179,437 CA 56,179 N 124,611
ANHANG A 107
C 176,667 CB 71,298 HG2 0,898 HA 3,700
CB 19,981 Ile 114 HG3 1,402 CB 38,321
HA 4,98 HD1* 0,686 HB3 1,94 CA 65,801
CA 51,057 HG2* 1,011 HB2 1,959 HN 8,130
HN 8,240 HG12 1,033 N 119,472 Glu 122
Lys 110 HG13 1,033 C 177,535 HB3 1,768
N 118,829 N 124,611 CG 24,658 N 120,757
HN 7,63 CG2 16,889 CD 29,151 C 179,802
Pro 111 C 177,021 HA 3,721 HB2 2,14
HG2 1,992 HB 2,028 CB 32,864 CB 29,307
HG3 1,992 HA 3,871 CE 41,867 CG 33,701
C 175,444 CB 37,200 CA 60,512 HA 4,382
HB2 2,317 CA 64,977 HN 9,010 CA 58,994
HB3 2,317 HN 9,309 Ala 119 HN 9,14
CG 30,141 Glu 115 HB1 1,589 Ala 123
CB 34,326 N 119,472 HB2 1,589 HB1 1,59
HD2 4,202 C 179,799 HB3 1,589 HB2 1,59
HD3 4,202 HB2 2,07 N 118,187 HB3 1,59
HA 4,580 HB3 2,07 C 180,593 N 120,757
CD 57,639 HG2 2,621 CB 21,367 C 178,420
CA 62,059 HG3 2,621 HA 4,31 CB 21,523
Phe 112 CB 28,919 CA 54,675 HA 4,21
N 118,187 HA 4,09 HN 7,808 CA 54,658
C 174,762 CA 60,408 Ala 120 HN 7,808
HB2 3,23 HN 8,94 HB1 1,468 Val 124
HB3 3,23 Lys 116 HB2 1,468 HG2* 0,23
CB 40,349 N 119,472 HB3 1,468 HG1* 0,89
HA 5,12 C 179,621 N 120,114 HB 1,973
CA 55,782 HB2 2,009 C 179,618 N 114,333
HD1 7,01 HB3 2,009 CB 21,115 C 177,174
HD2 7,01 CB 32,767 HA 4,23 CG1 20,883
HZ 7,06 HA 4,022 CA 54,415 CG2 21,202
HE1 7,16 CA 58,901 HN 7,863 HA 3,89
HE2 7,16 HN 7,721 Ile 121 CB 32,990
HN 7,821 Met 117 HD1* 0,621 CA 64,151
Thr 113 N 120,114 HG2* 0,646 HN 7,221
HG2* 1,304 C 176,842 HG12 1,520 Phe 125
N 109,194 HB2 2,15 HG13 1,520 N 114,333
C 175,810 HB3 2,15 HB 1,92 C 176,158
CG2 21,679 CB 31,506 N 116,902 HB3 2,65
HB 4,741 HA 4,23 CD1 14,039 HB2 3,35
HA 4,758 CA 57,831 C 179,261 HA 4,55
CA 58,845 HN 8,258 CG2 18,117 CB 41,701
HN 7,31 Lys 118 CG1 27,650 CA 59,748
108 ANHANG A
HZ 7.29 HN 8.504 HD1* 0.944 CA 55.676
HE1 7.41 Ala 127 HD2* 0.944 HN 9.19
HE2 7.41 HB1 1.360 HB3 1.49 Lys 129
HD1 7,44 HB2 1,360 HG 1,599 HG2 1,380
HD2 7,44 HB3 1,360 HB2 1,82 HG3 1,380
HN 8,12 N 118,187 N 122,041 HB2 1,801
Gly 126 C 179,253 C 176,331 HB3 1,801
N 109,836 CB 20,463 CD1 24,661 N 123,968
C 170,801 HA 4,034 CD2 24,661 HA 4,203
HA2 3,768 CA 52,663 CG 27,485 HN 7,535
HA1 4,363 HN 7,78 HA 4,22
CA 43,803 Leu 128 CB 42,177
ANHANG B 109
Anhang B: Chemische Verschiebungen von CheY2-BeF3
Met 1 HA 3.905 CG 24.982 CG2 19.242
CB 34.500 CG 36.144 CE 41.387 CG1 24.843
CA 54.281 CB 29.368 CD 30.040 CD1 14.372
C 180.983 CA 58.360 CB 32.992 CB 41.888
Ser 2 C 177.014 CA 56.289 CA 58.487
N 113,558 Lys 6 C 176,496 C 174,586
HN 7,699 N 117,481 Val 9 Val 12
CB 62,389 HN 7,611 N 125,728 N 123,071
CA 58,182 HB3 1,755 HN 9,017 HN 8,122
C 176,496 HB2 1,755 HG2* 0,606 HG2* 0,456
Leu 3 HA 4,205 HG1* 0,506 HG1* 0,506
N 121,015 CG 24,905 HB 1,805 HB 1,976
HN 7,822 CE 42,004 HA 5,155 HA 4,855
HG 1,596 CD 28,613 CG2 22,117 CG2 20,985
HD2* 0,860 CB 32,992 CG1 22,117 CG1 23,249
HD1* 0,306 CA 55,771 CB 34,027 CB 31,700
HB3 1,703 C 175,978 CA 59,913 CA 59,395
HB2 1,703 Ile 7 C 172,872 C 175,806
HA 4,324 N 120,426 Leu 10 Asp 13
CG 32,219 HN 7,202 N 131,618 N 125,139
CD2 24,670 HG2* 0,506 HN 9,167 HN 8,335
CD1 24,670 HG13 1,206 HG 1,002 HB3 2,522
CB 41,793 HG12 1,206 HD2* 0,390 HB2 2,522
CA 54,992 HB 1,855 HD1* 0,506 HA 4,555
C 177,014 HA 3,955 HB3 1,606 CB 43,864
Ala 4 CG2 18,042 HB2 1,606 CA 55,253
N 121,604 CG1 26,644 HA 5,005 C 174,425
HN 8,062 CB 38,169 CG 26,622 Asp 14
HB3 1,475 CA 59,913 CD2 23,341 N 124,550
HB2 1,475 C 175,115 CD1 26,622 HN 9,208
HB1 1,475 Lys 8 CB 43,864 HB3 2,686
HA 4,122 N 132,207 CA 52,665 HB2 2,905
CB 17,326 HN 11,024 C 174,425 HA 4,805
CA 54,736 HG3 1,058 Ile 11 CB 39,722
C 178,567 HG2 1,058 N 122,782 CA 55,253
Glu 5 HE3 2,897 HN 9,195 C 175,461
N 112,768 HE2 2,897 HG2* 0,656 Gln 15
HN 7,625 HD3 1,527 HG13 0,906 NE2 110,346
HG3 2,313 HD2 1,527 HG12 0,906 N 122,193
HG2 2,313 HB3 1,347 HD1* 0,406 HN 9,768
HB3 2,105 HB2 1,383 HB 1,606 HG3 2,373
HB2 2,105 HA 4,755 HA 5,455 HG2 2,373
110 ANHANG B
HE22 6,884 HB3 1,674 HB3 1,655 CG 26,919
HE21 7,264 HB2 1,674 HB2 1,655 CD2 21,520
HB3 2,005 HA 3,855 HA 4,051 CD1 21,520
HB2 2,289 CG 29,231 CG 23,861 CB 40,757
HA 4,671 CD 40,974 CD2 26,214 CA 57,324
CG 33,731 CB 30,921 CD1 26,214 C 180,120
CD 180,456 CA 60,431 CB 41,275 Gln 27
CB 28,809 C 178,912 CA 57,324 NE2 110,989
CA 54,281 Leu 20 C 178,049 N 121,015
C 178,224 N 120,426 Gly 23 HN 8,376
Val 16 HN 8,444 N 106,289 HG3 2,605
N 113,221 HG 1,399 HN 8,499 HG2 2,605
HN 8,380 HD2* 0,606 HA2 3,505 HE22 7,443
HG2* 0,983 HD1* 0,606 HA1 3,955 HE21 6,846
HG1* 1,083 HB3 1,430 CA 47,488 HB3 2,086
HB 2,055 HB2 1,430 C 175,806 HB2 2,086
HA 3,505 HA 4,055 Asp 24 HA 4,405
CG2 20,395 CG 27,144 N 121,015 CG 34,119
CG1 22,449 CD2 22,870 HN 8,075 CD 180,268
CB 31,438 CD1 22,870 HB3 2,671 CB 28,332
CA 66,643 CB 41,293 HB2 2,791 CA 58,878
C 177,014 CA 57,812 HA 4,405 C 179,085
Thr 17 C 179,775 CB 40,757 Gln 28
N 112,768 Leu 21 CA 57,324 NE2 111,631
HN 8,321 N 121,015 C 178,567 N 121,604
HG2* 1,006 HN 7,802 Ala 25 HN 8,171
HB 3,905 HG 1,839 N 122,193 HE22 6,789
HA 4,105 HD2* 0,848 HN 7,857 HE21 7,450
CG2 22,645 HD1* 0,848 HB3 1,705 HB3 2,249
CB 67,679 HB3 1,867 HB2 1,705 HB2 2,249
CA 65,608 HB2 1,867 HB1 1,705 HA 4,055
C 177,186 HA 4,255 HA 4,106 CG 34,119
Ser 18 CG 26,685 CB 18,495 CD 179,866
N 115,714 CD2 23,861 CA 55,253 CB 27,814
HN 6,860 CD1 23,861 C 179,430 CA 58,878
HB3 3,905 CB 42,311 Leu 26 C 178,222
HB2 3,905 CA 57,842 N 115,125 Leu 29
HA 4,755 C 180,638 HN 8,499 N 117,481
CA 61,723 Leu 22 HG 1,106 HN 7,693
Arg 19 N 120,426 HD2* 0,456 HG 2,005
HG3 1,222 HN 8,021 HD1* 0,456 HD2* 0,856
HG2 1,222 HG 1,336 HB3 1,905 HD1* 0,856
HD3 3,185 HD2* 0,656 HB2 1,905 HB3 1,705
HD2 3,185 HD1* 0,656 HA 4,005 HB2 2,205
ANHANG B 111
HA 4,270 CB 36,098 HN 8,717 HG3 2,299
CG 26,214 CA 55,771 HB3 1,206 HG2 2,299
CD2 22,870 C 176,323 HB2 1,206 HB3 1,905
CD1 22,870 Gln 33 HB1 1,206 HB2 1,905
CB 42,311 NE2 110,989 HA 5,455 HA 3,990
CA 54,928 N 122,782 CB 22,119 CG 37,043
C 175,633 HN 8,813 CA 50,076 CB 29,368
Gly 30 HG3 2,631 C 175,633 CA 59,395
N 103,932 HG2 2,631 Ala 37 C 179,257
HN 7,611 HE22 6,831 N 121,604 Gln 42
HA2 3,505 HE21 7,401 HN 8,785 NE2 112,274
HA1 4,055 HB3 2,086 HB3 1,206 N 121,604
CA 44,381 HB2 2,250 HB2 1,206 HN 9,222
C 174,598 HA 4,555 HB1 1,206 HG3 2,655
Phe 31 CG 33,894 HA 4,543 HG2 2,405
N 118,070 CD 179,967 CB 22,637 HE22 7,591
HN 7,912 CB 28,332 CA 50,076 HE21 7,065
HE2 6,891 CA 55,253 C 176,323 HB3 2,005
HE1 6,944 C 172,872 Gly 38 HB2 2,005
HD2 7,565 Ile 34 N 104,521 HA 3,965
HD1 7,620 N 123,961 HN 8,362 CG 33,219
HB3 2,605 HN 7,707 HA2 3,605 CD 179,644
HB2 2,605 HG2* 0,656 HA1 4,555 CB 28,332
HA 4,652 HG13 1,306 CA 44,381 CA 58,360
CB 38,169 HG12 1,306 C 173,217 C 179,257
CA 59,395 HB 1,606 Asp 39 Gly 43
C 175,288 HA 5,005 N 110,412 N 102,754
Lys 32 CG2 18,269 HN 7,243 HN 8,198
N 118,070 CG1 27,550 HB3 2,855 HA2 3,228
HN 8,280 CB 41,275 HB2 3,405 HA1 3,455
HG3 1,371 CA 59,395 HA 5,105 CA 46,970
HG2 1,371 C 175,633 CB 42,311 C 173,217
HE3 2,894 Thr 35 CA 54,218 Met 44
HE2 2,894 N 128,673 C 176,496 N 122,193
HD3 1,486 HN 9,427 Gly 40 HN 8,335
HD2 1,486 HG2* 1,127 N 103,932 HG3 2,686
HB3 1,714 HB 3,655 HN 7,611 HG2 2,686
HB3 1,714 HA 4,505 HA2 3,647 HB3 1,805
HB2 1,943 CG2 23,341 HA1 3,791 HB2 2,205
HB2 1,943 CB 68,714 CA 48,005 HA 4,255
HA 4,555 CA 60,948 C 174,253 CG 32,090
CG 24,435 C 171,664 Glu 41 CB 30,921
CE 41,993 Ala 36 N 123,961 CA 56,807
CD 28,719 N 128,673 HN 8,499 C 177,531
112 ANHANG B
Lys 45 C 176,323 HB3 1,867 CA 53,183
N 120,426 Ala 48 HB2 2,140 C 172,527
HN 7,966 N 115,714 HA 4,445 Val 55
HG3 1,606 HN 8,226 CG 27,155 N 127,495
HG2 1,606 HB3 1,406 CD 49,642 HN 8,988
HE3 2,851 HB2 1,406 CB 31,956 HG2* 0,194
HE2 2,851 HB1 1,406 CA 64,572 HG1* 0,840
HD3 1,661 HA 3,905 C 176,496 HB 1,456
HD2 1,661 CB 17,978 His 52 HA 4,905
HB3 1,855 CA 53,700 N 122,782 CG2 21,438
HB2 1,855 C 179,085 HN 7,366 CG1 21,438
HA 3,955 Gln 49 HE2 9,141 CB 33,073
CG 23,995 NE2 112,274 HE1 7,538 CA 59,395
CE 40,840 N 113,946 HD2 6,492 C 174,598
CD 27,396 HN 7,297 HB3 2,755 Ile 56
CB 31,956 HG3 2,455 HB2 3,404 N 126,317
CA 59,395 HG2 2,455 HA 4,255 HN 8,826
C 179,947 HE22 6,853 CB 29,368 HG2* 0,556
Ile 46 HE21 7,550 CA 54,736 HG13 1,245
N 118,659 HB3 2,055 C 173,390 HG12 1,245
HN 7,761 HB2 2,055 His 53 HD1* 0,805
HG2* 0,706 HA 4,305 N 119,248 HB 1,565
HG13 1,056 CG 33,731 HN 8,144 HA 4,755
HG12 1,056 CD 180,469 HE1 7,703 CG2 17,742
HD1* 0,679 CB 29,885 HD2 7,177 CG1 26,512
HB 1,705 CA 56,289 HB3 3,155 CB 37,651
HA 3,705 C 176,151 HB2 3,455 CA 59,395
CG2 17,272 Asn 50 HA 4,505 C 174,598
CG1 28,097 ND2 112,274 CB 32,992 Ser 57
CD1 12,404 N 116,303 CA 59,395 N 119,248
CB 37,651 HN 8,540 C 175,288 HN 8,867
CA 65,090 HD22 7,455 Leu 54 HB3 2,905
C 177,531 HD21 7,600 N 119,837 HB2 3,605
Met 47 HB3 2,655 HN 8,075 HA 5,034
N 116,303 HB2 2,905 HG 1,273 CB 67,161
HN 7,912 HA 4,894 HD2* 0,631 CA 55,771
HG3 2,267 CG 177,662 HD1* 0,802 C 173,562
HG2 2,619 CB 38,451 HB3 1,485 Asp 58
HB3 2,005 CA 50,398 HB2 1,485 N 126,906
HB2 2,305 Pro 51 HA 5,195 HN 8,649
HA 4,162 HG3 2,031 CG 27,716 HB3 2,930
CG 33,731 HG2 2,031 CD2 22,796 HB2 3,586
CB 30,403 HD3 3,491 CD1 25,965 HA 5,807
CA 56,289 HD2 3,768 CB 44,899 CB 44,381
ANHANG B 113
CA 52,147 HD2 3,472 HA 4,379 CD1 26,075
C 175,978 HB3 2,355 CB 41,275 CB 41,275
Phe 59 HB2 1,905 CA 53,183 CA 57,842
N 118,070 HA 4,355 C 177,014 C 179,430
HZ 7,203 CG 26,919 Gly 66 Leu 70
HN 7,939 CD 50,767 N 101,576 N 119,837
HE2 7,347 CB 32,474 HN 9,481 HN 7,789
HE1 7,347 CA 62,502 HA2 4,358 HG 1,644
HD2 7,061 C 175,806 HA1 3,870 HD2* 0,837
HD1 7,061 Lys 63 CA 47,488 HD1* 0,606
HB3 2,882 N 111,001 C 176,496 HB3 1,855
HB2 3,208 HN 8,430 Leu 67 HB2 1,855
HA 4,973 HG3 1,306 N 118,070 HA 4,155
CB 39,214 HG2 1,306 HN 8,062 CG 28,944
CA 58,811 HE3 2,231 HG 1,655 CD2 25,795
C 174,770 HE2 2,231 HD2* 0,648 CD1 25,795
Asn 60 HD3 1,625 HD1* 0,806 CB 40,240
ND2 111,631 HD2 1,625 HB3 1,306 CA 57,842
N 116,770 HB3 1,705 HB2 2,105 C 177,186
HN 8,818 HB2 1,705 HA 4,255 Gln 71
HD22 6,921 HA 3,555 CG 26,622 NE2 110,346
HD21 7,693 CG 25,570 CD2 22,449 N 116,303
HB3 2,583 CE 41,543 CD1 24,802 HN 8,021
HB2 3,040 CD 28,944 CB 40,240 HG3 2,258
HA 4,005 CB 30,921 CA 56,807 HG2 2,435
CG 176,500 CA 61,984 C 179,602 HE22 6,875
CB 37,133 C 177,531 Gly 68 HE21 7,216
CA 54,218 Met 64 N 112,179 HB3 2,105
C 171,837 N 123,961 HN 8,744 HB2 2,105
Met 61 HN 9,386 HA2 3,641 HA 3,755
N 128,673 HG3 1,655 HA1 3,795 CG 34,686
HN 7,179 HG2 1,655 CA 46,970 CD 179,816
HG3 2,655 HB3 2,055 C 177,014 CB 28,850
HG2 2,655 HB2 2,055 Leu 69 CA 59,395
HB3 2,005 HA 4,255 N 123,961 C 178,222
HB2 2,005 CG 30,997 HN 8,485 Ala 72
HA 4,555 CB 35,580 HG 1,306 N 122,193
CG 32,333 CA 56,289 HD2* 0,452 HN 7,939
CB 28,567 C 178,049 HD1* 0,676 HB3 1,506
CA 53,634 Asp 65 HB3 1,615 HB2 1,506
Pro 62 N 125,139 HB2 1,795 HB1 1,506
HG3 2,183 HN 8,294 HA 4,051 HA 4,055
HG2 2,183 HB3 2,455 CG 24,982 CB 17,978
HD3 3,731 HB2 3,155 CD2 24,982 CA 55,253
114 ANHANG B
C 180,638 HB3 2,566 HE3 2,924 HB3 1,406
Val 73 HB2 3,670 HE2 2,924 HB2 1,406
N 119,837 HA 4,989 HD3 1,680 HB1 1,406
HN 8,826 CG 177,824 HD2 1,680 HA 4,605
HG2* 0,956 CB 38,922 HB3 2,005 CB 21,084
HG1* 0,853 CA 50,074 HB2 2,005 CA 51,629
HB 2,205 Pro 77 HA 4,305 C 176,669
HA 3,755 HG3 1,279 CG 23,216 Phe 84
CG2 22,247 HG2 1,279 CE 41,662 N 125,728
CG1 25,345 HD3 3,855 CD 28,809 HZ 7,355
CB 29,169 HD2 4,125 CB 31,956 HN 9,632
CA 65,608 HB3 2,055 CA 59,395 HE2 7,110
C 179,085 HB2 2,359 C 177,359 HE1 7,110
Arg 74 HA 4,105 Lys 81 HD2 6,821
N 115,714 CG 27,594 N 118,070 HD1 6,821
HN 8,157 CD 50,136 HN 8,280 HB3 2,405
HG3 1,456 CB 31,956 HG3 1,404 HB2 3,305
HG2 1,456 CA 65,090 HG2 1,404 HA 5,405
HD3 2,905 C 177,877 HE3 2,958 CB 44,899
HD2 2,905 Ala 78 HE2 2,958 CA 56,289
HB3 1,705 N 116,892 HD3 1,664 C 174,425
HB2 2,005 HN 8,389 HD2 1,664 Ile 85
HA 4,005 HB3 1,506 HB3 1,705 N 131,029
CG 27,789 HB2 1,506 HB2 1,705 HN 9,222
CD 42,622 HB1 1,506 HA 4,379 HG2* 0,606
CB 28,850 HA 4,305 CG 25,120 HG13 1,245
CA 56,807 CB 19,013 CE 40,804 HG12 1,245
C 176,323 CA 53,700 CD 28,809 HD1* 0,816
Ala 75 C 179,257 CB 31,438 HB 1,506
N 118,659 Thr 79 CA 55,253 HA 4,705
HN 7,516 N 104,521 C 176,669 CG2 16,684
HB3 1,406 HN 7,830 Ala 82 CG1 27,550
HB2 1,406 HG2* 1,006 N 122,782 CB 41,793
HB1 1,406 HB 4,546 HN 7,912 CA 59,395
HA 4,255 HA 4,555 HB3 1,356 C 174,425
CB 19,013 CG2 21,154 HB2 1,356 Ile 86
CA 52,665 CB 69,232 HB1 1,356 N 126,906
C 177,359 CA 61,466 HA 4,205 HN 8,171
Asn 76 C 175,806 CB 17,978 HG2* 0,821
ND2 110,346 Lys 80 CA 53,183 HG13 1,306
N 119,837 N 121,015 C 174,943 HG12 1,306
HN 6,956 HN 7,461 Ala 83 HB 1,855
HD22 6,899 HG3 1,556 N 126,317 HA 5,355
HD21 7,707 HG2 1,556 HN 8,267 CG2 17,363
ANHANG B 115
CG1 28,455 HG2 2,405 HN 8,116 HB2 2,505
CB 38,169 HE22 7,643 HB3 1,406 HA 4,055
CA 58,360 HE21 7,092 HB2 1,406 CG 33,731
C 172,872 HB3 2,195 HB1 1,406 CD 180,520
Leu 87 HB2 2,195 HA 4,105 CB 28,815
N 131,618 HA 4,755 CB 17,326 CA 58,487
HN 8,703 CG 33,894 CA 54,604 C 179,366
HG 1,201 CD 180,996 C 180,220 Lys 98
HD2* 0,798 CB 29,619 Leu 95 N 123,071
HD1* 0,622 CA 54,218 N 121,786 HN 9,200
HB3 1,556 C 175,115 HN 9,013 HG3 1,376
HB2 1,556 Gly 91 HG 1,771 HG2 1,376
HA 5,255 N 109,823 HD2* 0,807 HE3 2,946
CG 27,626 HN 8,580 HD1* 0,807 HE2 2,946
CD2 25,743 HA2 3,455 HB3 1,376 HD3 1,646
CD1 26,685 HA1 3,955 HB2 1,376 HD2 1,646
CB 44,899 CA 45,935 HA 4,051 HB3 1,805
CA 53,183 C 173,390 CG 32,803 HB2 1,805
C 174,425 Asp 92 CD2 24,802 HA 4,051
Thr 88 N 120,426 CD1 24,802 CG 25,273
N 115,125 HN 7,543 CB 40,240 CE 42,004
HN 8,458 HB3 2,755 CA 57,842 CD 29,025
HG2* 1,213 HB2 2,755 C 178,394 CB 32,474
HB 4,683 HA 4,755 Val 96 CA 59,395
HA 4,652 CB 38,106 N 118,070 C 178,394
CG2 22,449 CA 52,663 HN 7,816 Ala 99
CB 71,303 C 176,734 HG2* 0,906 N 119,837
CA 58,360 Arg 93 HG1* 1,050 HN 8,867
C 175,806 N 120,501 HB 2,105 HB3 1,156
Ala 89 HN 8,505 HA 3,305 HB2 1,156
N 125,728 HG3 1,649 CG2 21,295 HB1 1,156
HN 9,290 HG2 1,649 CG1 21,195 HA 3,560
HB3 1,606 HD3 3,128 CB 31,438 CB 17,460
HB2 1,606 HD2 3,128 CA 67,161 CA 54,736
HB1 1,606 HB3 1,867 C 178,394 C 179,430
HA 4,757 HB2 1,867 Gln 97 Ala 100
CB 19,531 HA 4,505 NE2 110,989 N 120,426
CA 52,665 CG 26,622 N 118,070 HN 8,062
C 177,014 CD 42,480 HN 8,034 HB3 1,506
Gln 90 CB 29,368 HG3 2,376 HB2 1,506
NE2 113,558 CA 58,878 HG2 2,574 HB1 1,506
N 121,015 C 178,049 HE22 6,970 HA 4,270
HN 9,086 Ala 94 HE21 7,814 CB 17,460
HG3 2,405 N 121,015 HB3 2,505 CA 54,736
116 ANHANG B
C 181,501 ND2 111,631 HB2 1,498 CB 33,509
Ala 101 N 120,426 HA 4,655 CA 61,466
N 122,193 HN 9,522 CG 27,716 C 175,461
HN 7,830 HD22 7,233 CD2 24,982 Phe 112
HB3 1,456 HD21 8,009 CD1 24,982 N 118,070
HB2 1,456 HB3 2,031 CB 45,935 HN 7,843
HB1 1,456 HB2 2,632 CA 52,665 HE2 7,134
HA 4,205 HA 4,555 C 174,770 HE1 7,134
CB 17,460 CG 175,973 Ala 109 HD2 7,042
CA 54,736 CB 38,769 N 123,371 HD1 7,042
C 179,602 CA 56,289 HN 8,185 HB3 3,006
Leu 102 C 174,770 HB3 1,356 HB2 3,098
N 116,303 Asn 106 HB2 1,356 HA 5,123
HN 7,570 ND2 109,704 HB1 1,356 CB 40,240
HG 0,782 N 111,590 HA 5,005 CA 55,771
HD2* 0,756 HN 7,611 CB 20,049 C 174,770
HD1* 0,756 HD22 6,945 CA 50,076 Thr 113
HB3 1,705 HD21 8,084 C 177,704 N 109,823
HB2 1,705 HB3 2,855 Lys 110 HN 7,516
HA 4,270 HB2 2,855 N 118,070 HG2* 1,256
CG 22,449 HA 4,655 HN 7,106 HB 4,559
CD2 25,743 CG 176,882 HG3 1,321 HA 4,705
CD1 25,743 CB 41,793 HG2 1,321 CG2 21,700
CB 42,311 CA 52,147 HE3 2,912 CB 71,376
CA 54,218 C 173,390 HE2 2,912 CA 58,487
C 176,496 Val 107 HD3 1,650 Ile 114
Gly 103 N 121,015 HD2 1,650 HG2* 0,956
N 103,932 HN 8,621 HB3 1,606 HG13 1,285
HN 7,611 HG2* 0,627 HB2 1,905 HG12 1,519
HA2 3,805 HG1* 0,748 HA 4,255 HD1* 0,956
HA1 4,205 HB 1,955 CG 24,435 HB 1,867
CA 45,935 HA 4,816 CE 41,467 HA 3,778
C 176,151 CG2 21,212 CD 27,417 CG2 16,779
Ala 104 CG1 21,212 CB 32,090 CG1 29,356
N 124,550 CB 33,437 CA 53,957 CD1 16,779
HN 8,580 CA 61,466 Pro 111 CB 37,133
HB3 1,206 C 173,735 HG3 2,005 CA 65,090
HB2 1,206 Leu 108 HG2 2,005 C 177,014
HB1 1,206 N 128,673 HB3 1,855 Glu 115
HA 4,105 HN 9,686 HB2 1,855 N 119,837
CB 17,978 HG 1,396 HA 4,555 HN 8,976
CA 52,665 HD2* 0,688 CG 29,169 HG3 2,038
C 176,841 HD1* 0,777 CD 44,200 HG2 2,038
Asn 105 HB3 1,498 CD 36,369 HB3 2,005
ANHANG B 117
HB2 2,005 CD 29,437 HB3 2,055 N 109,823
HA 4,005 CB 32,474 HB2 2,055 HN 8,335
CG 36,648 CA 60,431 HA 4,305 HA2 3,705
CB 28,332 C 177,704 CG 34,278 HA1 4,305
CA 60,431 Ala 119 CB 29,033 CA 43,346
C 179,602 N 118,659 CA 58,371 C 170,801
Lys 116 HN 7,802 C 179,775 Ala 127
N 119,837 HB3 1,506 Ala 123 N 116,892
HN 7,734 HB2 1,506 N 121,015 HN 7,707
HE3 3,003 HB1 1,506 HN 7,830 HB3 1,306
HE2 3,003 HA 4,205 HB3 1,506 HB2 1,306
HD3 1,526 CB 17,978 HB2 1,506 HB1 1,306
HD2 1,526 CA 54,736 HB1 1,506 HA 3,955
HB3 2,005 C 180,638 HA 4,106 CB 18,495
HB2 2,005 Ala 120 CB 17,460 CA 52,665
HA 4,205 N 121,015 CA 54,218 C 179,257
CG 25,729 HN 7,873 C 178,394 Leu 128
CE 42,004 HB3 1,456 Val 124 N 122,782
CD 29,437 HB2 1,456 N 114,536 HN 9,195
CB 32,474 HB1 1,456 HN 7,202 HG 1,356
CA 58,878 HA 4,155 HG2* 0,191 HD2* 0,893
C 179,602 CB 18,495 HG1* 0,867 HD1* 0,893
Met 117 CA 54,218 HB 1,855 HB3 1,356
N 119,837 C 179,602 HA 3,837 HB2 1,805
HN 8,239 Ile 121 CG2 20,566 HA 4,155
HG3 2,094 N 118,070 CG1 21,037 CG 26,192
HG2 2,094 HN 8,130 CB 32,474 CD2 22,570
HB3 2,088 HG2* 1,150 CA 64,055 CD1 22,570
HB2 2,088 HG13 1,655 C 177,359 CB 41,793
HA 4,355 HG12 1,655 Phe 125 CA 55,253
CG 31,497 HD1* 0,682 N 115,125 C 176,496
CB 30,895 HB 1,905 HZ 6,944 Lys 129
CA 56,807 HA 3,655 HN 8,062 N 124,550
C 177,014 CG2 19,270 HE2 7,224 HN 7,529
Lys 118 CG1 29,619 HE1 7,267 HB3 1,755
N 119,248 CD1 19,270 HD2 7,405 HB2 1,755
HN 9,072 CB 38,169 HD1 7,436 CA 57,193
HG3 1,255 CA 65,608 HB3 2,555
HG2 1,255 C 179,257 HB2 3,287
HB3 1,955 Glu 122 HA 4,405
HB2 1,955 N 121,015 CB 41,275
HA 3,655 HN 9,154 CA 59,395
CG 24,905 HG3 2,341 C 176,151
CE 41,386 HG2 2,341 Gly 126
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